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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
mAb  monoklonsko protitelo 
ER   endoplazmatski retikulum 
GA   golgijev aparat 
GlcNAc N-acetilglukozamin 
Neu5Gc N-glikolilneuraminska kislina 
Neu5Ac  N-acetilneuraminska kislina 
Glu  glukoza 
Man  manoza 
Gal  galaktoza 
SEC  izključitvena kromatografija (size exclusion chromatography)  
MM  molska masa 
V0  prosti volumen kolone 
Vt   totalni volumen kolone 
Ve  elucijski volumen kolone 
Vs  volumen stacionarne faze kolone 
Tm  talilna temperatura 
tm  denaturacijski čas 
ConA        konkanavalin A 
tr  retencijski čas 
DTT     ditiotreitol 
DTTox    oksidiran ditiotreitol     
ddH20       dvakratno destilirana voda 
BSA goveji serumski albumin 
BSA-gal galaktoziliran goveji serumski albumin 
BSA-glu glikoziliran goveji serumski albumin 
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1 UVOD 
 
Monoklonska protitelesa (mAbs), predstavljajo velik ter rastoči delež trga bioterapevtskih 
izdelkov. Večina tržnih mAbs spada v IgG (imunoglobulin G) tip protiteles. IgG protitelesa 
so sestavljena iz dveh težkih in dveh lahkih verig, ki vključujejo regije za vezavo antigena 
(Fab), ter regije Fc, ki se vežejo na celične površinske receptorje, ter na ta način aktivirajo 
imunski sistem. 
  
Fc regije protiteles so glikozilirane. Glikozilacija je post translacijska modifikacija protiteles 
IgG, ki jih proizvajajo celice sesalcev, kot so na primer celice ovarijev kitajskega hrčka 
(CHO). Le te se pogosto uporabljajo za proizvodnjo rekombinantnih mAb (Zheng in sod., 
2011). 
 
Od vzorca glikozilacije je odvisna tudi klinična učinkovitost mAb, zatorej glikozilacijo 
uvrščamo med kritične atribute kakovosti (CQA). Pogosto je opažena variabilnost v 
glikozilaciji tudi med samimi šaržami. Znano je, da konformacijo molekule imunoglobulina 
ne določa samo njena polipeptidna sekvenca, temveč tudi interakcije polipepidne strukture 
z glikani ter interakcije med glikani samimi. Na strukturo glikanov vplivajo encimski 
mehanizmi gostiteljske celice, čas prehoda skozi Golgijev aparat, razpoložljivost bazena 
sladkornih nukleotidov, ter drugi okoljski dejavniki. Zaradi velikega števila faktorjev ter 
kompleksnosti samega procesa je skoraj nemogoče doseči konstantno vsebnost enakih 
izooblik protiteles v proizvodnih serijah istega proizvajalca, proizvedenega v istem obratu 
in z istim postopkom. Spremljanje in nadzor glikozilacije, da se zagotovi kakovosti izdelkov, 
je torej predpogoj za uspešno proizvodnjo terapevtskega proteina (Batra in Rathore, 2016). 
Glikozilacija sicer pomembno vpliva na stabilnost in učinkovitost terapevtskih izdelkov. Od 
nje je odvisna tudi imunogenost mAb. Z modulacijo vezave Fc dela na receptor vpliva tudi 
na aktivacijo pomembnih imunskih procesov, kot so na primer, od komplementa odvisna 
citotoksičnosti (CDC) in od protiteles odvisna celično posredovana citotoksičnost (ADCC) 
(Higel in sod., 2016). 
 
Ena izmed tehnik s katerimi je mogoče ločevati mAb glede na njihov glikozilacijski vzorec 
je lektinska afinitetna kromatografija. Lektini so proteini, ki lahko vežejo specifične 
ogljikove hidrate. Lektinska afinitetna kromatografija to specifično interakcijo izkorišča, ter 
posledično omogoča izolacijo in čiščenje glikoproteinov. 
 
Za izvedbo lektinske kromatografije je le te v prvem koraku potrebno imobilizirati na trdni 
nosilec, nato pa lahko tako stacionarno fazo uporabimo za afinitetno kromatografijo. Glede 
na specifičnost imobiliziranega lektina lahko izoliramo različne glikoproteine. Uporaba 
serije različnih lektinskih kolon, ki imajo različne lastnosti vezave glikanov omogoča 
frakcioniranje heterogenih glikanskih zmesi (Damme in sod., 1998). 
 
1.1 CILJI RAZISKOVANJA  
 
Namen naloge je v prvem koraku preučiti vezavo monoklonskih protiteles z lektinom v 
raztopini, ter določiti pogoje, ki so potrebni, da vezava uspešno poteče. To zajema preučitev 
spreminjanja strukturne konformacije mAb, ob spreminjanju parametrov kot so pH pufra, 
temperatura inkubiranja in čas inkubacije. Iz pridobljenih rezultatov bomo določili območje 
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vsakega od naštetih parametrov, kjer je konformacija mAb odprta na način, da so glikani 
dostopni za vezavo z lektinom. V naših analizah bo to konkanavalin A (ConA). Tudi ta se 
mora kot predpogoj uspešni vezavi, nahajati v določeni tetramerni obliki. Po uspešnem 
poskusu vezave mAb na ConA, bomo v drugem koraku ConA vezali na trden nosilec, ter 
naposled poskusili ločevati različne izooblike monoklonskih protiteles. 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
● mAb se ob inkubaciji pri povišani temperaturi razvijejo 
● pri visokih vrednostih pH se pri mAb pojavijo agregati 
● med ConA in mAb pride pri nevtralnem pH do vezave 
● ob tvorbi vezave se ConA nahaja v tetramerni obliki 
● Ob imobilizaciji ConA na trden nosilec, le ta ne izgubi svoje biološke aktivnosti, ter 
je sposoben iz mešanice glikoproteinov z različnimi glikozilacijskimi vzorci, ločiti 
specifično monoklonsko protitelo. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 MONOKLONSKA PROTITELESA 
 
Protitelesa so glikoproteini, katerih osnovna strukturna enota je sestavljena iz dveh lahkih 
(L) peptidnih verig in dveh težkih peptidnih (H) verig. Verige so povezane z disulfidnimi 
vezmi, in sicer z medverižnimi, ter znotraj samih verig. Splošna formula imunoglobulina je 
n(H2L2). Lahka veriga sestoji iz dveh domen. In sicer iz variabilne VL in konstantne CL. 
Težka veriga vseh razredov imunoglobulinov vsebuje eno variabilno domeno (VH) in 3 ali 
4 konstantne domene (CH). Človek ima 5 razredov (izotipov) človeških serumskih 
imunoglobulinov, ki se razlikujejo v sestavi lahkih verig. Označujemo jih z oznakami IgA, 
IgD, IgE, IgG, and IgM. Funkcijsko in topološko lahko protitelesa razdelimo na dva različna 
dela, in sicer na fragment Fab, ki opravlja funkcijo prepoznavanja, torej specifičnega 
reverzibilnega vezanja z antigenom. Ter fragment Fc, ki aktivira različne efektorske 
mehanizme, kot so naprimer sestava komplementa, makrofagi, celice NK, ki lahko uničijo 
antigen (Alberts in sod., 2002). 
 
Slika 1: Osnovna struktura molekule protitelesa (Mandal, 2019). 
 
Produkcija protiteles sicer poteka v celicah plazmatkah, v zadnjem stadiju diferenciacije 
limfocitov B, deli pa se jih na monoklonska in poliklonska. Poliklonska protitelesa (pAbs), 
so protitelesa, ki jih izločajo različne B celične linije znotraj telesa. So zbirka molekul 
imunoglobulina, ki reagirajo proti določenemu antigenu, pri čemer molekule identificirajo 
različne epitope. Imunološki odgovor na antigene v telesu je poliklonski. 
 
Monoklonska protitelesa (mAbs) so vrsta imunoglobulinov, ki so produkt enega samega 
klona B limfocitov. In sicer imajo celice plazmatke enake fizikalno kemijske lastnosti, ter 
samo eno specifičnost za antigen. (Imajo enake paratope). Njihova proizvodnja temelji na 
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ustvarjanju hibridomov. Le ti nastanejo s fuzijo limfocitov B, ki proizvajajo protitelesa 
želene specifičnosti z mielomskimi celicami, ki so nesmrtna in neomejena. Poznamo štiri 
vrste monoklonskih protiteles, ki se jih uporablja za terapevtske namene. 
 
Mišje (končnica–momab), je najstarejše, ter v celoti mišjega porekla. Narejeno je z 
injiciranjem antigena v miš, ter z ekstrakcijo njene vranice, katera proizvaja celice 
plazmatke, ki proizvajajo protitelesa specifična za injicirani antigen. Ko se celice plazmatke 
združijo z nesmrtnimi mielomskimi celicami, nastane hibridom, nadaljna kultivacija le tega 
omogoča izolacijo specifičnih protiteles. Imajo omejeno klinično uporabo, ker inducirajo 
tvorbo humanih protiteles, proti mišjim protitelesom. 
 
Himerno protitelo (končnica-ksimab), je sestavljeno iz humane konstantne in spremenljive 
mišje regije. Človeška komponenta predstavlja 60-70 % protitelesa. S PCR tehnologijo 
replicirajo gen, ki kodira variabilne regije mišjih protiteles. Te regije se nato prilepi na 
konstantne regije človeških protiteles. Himerna protitelesa so v primerjavi z mišjimi bolj 
učinkovita pri aktiviranju antigen predstavljajočih celic, ter T limfocitov. Še vedno pa je 
prisotna nevarnost indukcije nastanka človeških anti-himernih protiteles. 
 
Humanizirano protitelo (končnica-zumab), je 90-95 % humanega izvora. Mišjega porekla je 
samo regija, ki določa komplementarnost. Proizvajajo jih z združevanjem antigen-vezavnih 
mest variabilnih regij mišjih protiteles, ter preostankom variabilne in konstantne regije 
človeškega protitelesa. 
 
Humana protitelesa (končnica-mumab), so po aminokislinski sekvenci v celoti identična 
človeškim protitelesom  (Little, 2009). 
 
 
 
Slika 2: Različni tipi monoklonskih protiteles (Online notes on microbiology, 2018) 
 
2.1.1 Uporaba monoklonskih protiteles 
 
Terapevtska monoklonska protitelesa (mAb) učinkujejo zdravilno preko več mogočih 
mehanizmov. In sicer lahko blokirajo ciljne molekulske funkcije tarčnih molekul, inducirajo 
apoptozo v celicah, ki izražajo tarčni antigen, ali pa modulirajo signalne poti (Breedveld, 
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2000). Ena izmed možnih oblik zdravljenja raka vključuje uporabo monoklonskih protiteles, 
ki se vežejo samo na antigene, specifične za rakave celice. Posledično inducirajo imunski 
odziv proti ciljni rakavi celici. Taka monoklonska protitelesa se lahko modificira za dostavo 
toksina, radioizotopa ali pa citokina. Mnogo monoklonskih protiteles se uporablja tudi za 
zdravljenje avtoimunskih obolenj, kot so na primer revmatoidni artritis, Crohnova bolezen, 
ulcerativni kolitis, psoriaza.  
 
Preglednica 1: Seznam nekaterih klinično pomembnih monoklonskih protiteles (Breedveld, 2000). 
 
2.1.2 Glikozilacija monoklonskih protiteles 
 
Monoklonska protitelesa so razred komercialno proizvedenih bioloških zdravil. Velika 
večina teh zdravil je proizvedena v sesalskih celičnih kulturah, kot so naprimer celice 
ovarijev kitajskega hrčka (CHO), ki omogočajo post translacijske modifikacije. Na tak način 
se proizvedena protitelesa po strukturi bolj približajo humanim. Da je varnost uporabnikov 
teh zdravil vseskozi zagotovljena, je potrebno vsako modifikacijo strukture protiteles skrbno 
nadzorovati. 
 
Kot večina ekstracelularnih proteinov, so tudi mAb glikozilirana. In sicer glikozilacija 
poteče delno v endoplazmatskem retikulumu (ER), delno pa v golgijevem aparatu (GA). 
Prav glikanske strukture, ki se dodajo na protein s post translacijskimi mehanizmi imajo pri 
produkciji mAb za njihovo učinkovitost, ter varnost izreden pomen (Jefferis, 2009). 
 
Izraz glikozilacija se navezuje na sekvenco dogodkov, ki se odvijejo na endoplazmatskem 
retikulumu, ter na golgijevem aparatu, celic ekspresijskega organizma. Ti procesi privedejo 
Kategorija  ime Mehanizem/tarča tip 
Proti-
vnetni 
infliximab inhibicija TNF-α himerno 
adalimumab inhibicija  TNF-α humano 
basiliximab inhibicija  IL-2 na aktiviranih T celicah himerno 
daclizumab inhibicija  IL-2 na aktiviranih T celicah humanizirano 
omalizumab inhibicija humanega imunoglobulina 
E (IgE) 
humanizirano 
Zdravljenje 
raka 
gemtuzumab cilja 
antigen CD33 na levkemičnih celicah 
humanizirano 
alemtuzumab cilja antigen CD52 na T- and B-
limfocitih 
humanizirano 
rituximab cilja fosfoprotein CD20 na B limfocitih himerno 
trastuzumab cilja HER2/neu (erbB2) receptor humanizirano 
nimotuzumab EGFR inhibitor humanizirano 
cetuximab EGFR inhibitor himerno 
bevacizumab & ranibizumab inhibicija VEGF humanizirano 
Zdravljenje 
raka, ter 
protivirusni 
bavituximab Cilja fosfatidilserin himerno 
drugo palivizumab inhibicija RSV fuzijskega (F) proteina humanizirano 
 abciximab Inhibicija receptorja GpIIb/IIIa na 
trombocitih 
himerno 
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do post translacijskih dodajanj, ter procesiranj ogljikovih hidratov na proteine. Če govorimo 
o O-vezani glikozilaciji, potem je glikan na protein vezan preko hidroksilne skupine serina 
ali treonina. V primeru N-vezane glikozilacije, pa je glikan na protein vezan preko amino 
skupine asparagina. 
  
Monoklonska protitelesa imajo na Fc delu na poziciji N297 ohranjeno eno N-vezano 
glikozilacijsko mesto. In sicer se oligosaharida nahajata med konstantnima regijama težkih 
verig (CH2) (Liu in Morrow, 2016). Približno 20 % pa jih vsebuje tudi drugo N-vezano 
glikozilacijsko mesto v variabilni regiji protitelesa (Abel in sod., 1968). 
 
Obstajata dve vrsti vezi, ki sodelujeta v glikoproteinu, in sicer vezi med saharidnimi ostanki 
v glikanu, ter povezava med glikansko verigo in proteinom. Sladkorne enote v glikanski 
verigi so med seboj povezane z glikozidnimi vezmi. Te vezi se tvorijo med 1. in 4. ogljikom 
v molekuli sladkorja.  
 
Povezava glikanskega ostanka s proteinom zahteva propoznavanje določene konsenzne 
sekvence, in sicer so N-vezani glikani skoraj vedno povezani z dušikovim atomom stranske 
verige asparagina (Asn), ki je prisoten, kot del konsenzne sekvence Asn-X-Ser, kjer je X 
lahko katerakoli aminokislina razen prolina. 
 
V živalskih celicah je glikan, vezan na asparagin skoraj neizogibno N-acetilglukozamin 
(GlcNAc) v beta konfiguraciji. Ta beta povezava je podobna glikozidni vezi med 
sladkornimi deli v glikanski strukturi, kot je opisano zgoraj. In sicer je anomerni ogljikov 
atom, namesto da vezan na hidroksilno skupino sladkorja, vezan na amidni dušik. Energija, 
potrebna za to povezavo izhaja iz hidrolize pirofosfatne molekule na dolihol pirofosfatu 
(Drickamer in Taylor, 2006). 
 
Sinteza, skupinski prenos, ter začetno obrezovanje prekurzorskega oligosaharida poteka v 
ER. Nadaljna obdelava glikanske verige pa se izvede v golgijevem aparatu. Sinteza 
glikoproteinov je tako prostorsko ločena v različnih celičnih organelih. Posledično je vrsta 
sintetiziranega N-glikana odvisna od njegove dostopnosti, do različnih encimov, ki so 
prisotni v teh celičnih delih. Kljub raznolikosti pa se vsi N-glikani sintetizirajo preko skupne 
biosintezne poti z jedrno strukturo, ki je skupna vsem glikanom. Jedrna struktura glikana je 
sicer sestavljena iz dveh N-acetilglukozaminov in treh manoznih ostankov (Drickamer in 
Taylor, 2006). 
 
Biosinteza N-vezanih glikanov poteka v 3 korakih: 
 
 Sinteza dolihol-vezanega prekurzorskega glikana  
 
Proces N-vezane glikozilacije se prične z nastankom dolihol vezanega sladkorja 
GlcNAc.  Dolihol je lipidna molekula, sestavljena iz ponavljajočih se izoprenskih 
enot, ter je pritrjena na membrano ER. Sladkorne molekule so vezane na dolihol 
preko pirofosfatne povezave. Oligosaharidno verigo nato podaljšujemo z dodajanjem 
različnih molekul sladkorja po korakih, da tvorimo prekurzor oligosaharid. 
Prekurzna molekula, ki je pripravljena za prenos na protein je sestavljena iz 2 
GlcNAc, 9 manoz, ter 3 glukoz (Drickamer in Taylor, 2006). 
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 Skupni prenos glikana na protein 
 
Po nastanku prekurzorskega oligosaharida se končni glikan prenese na protein v 
lumnu ER. Reakcijo poganja energija, ki se sprošča iz cepitve pirofosfatne vezi med 
molekulo dolihola in glikana. Preden se glikan prenese na nastajajoči protein morajo 
biti izpolnjeni določeni pogoji. In sicer mora biti asparagin lociran v specifični 
konsenzni sekvenci v primarni strukturi proteina. Asparagin mora biti tudi ustrezno 
nameščen v tridimenzionalni strukturi proteina. To pomeni, da se le ta nahaja na 
površini proteina in ni zakopan v notranjost le tega. Razlog temu je dejstvo, da so 
sladkorji polarne molekule. Prisotnost aparagina na luminalni strani 
endoplazmatskega retikuluma omogoči, da se proces N-glikozilacije začne. 
Oligosaharil transferaze, so skupina encimov, ki so odgovorni za prepoznavanje 
konsenzne sekvence in prenos prekurzorjev glikanov v ER (Drickamer in Taylor, 
2006). 
 
 Procesiranje glikana 
 
Začetna obdelava, in sicer obrezovanje N-glikana poteka v ER, medtem ko nadaljna 
obdelava poteka v GA. Po prenosu dokončanega glikana na nastajajoči protein, se iz 
strukture glikoproteina odstranijo trije glukozni ostanki. Le te prek reakcije hidrolize 
odstranijo encimi, imenovani glikozidaze. In sicer so to eksoglikozidaze, ki 
specifično delujejo samo na monosaharidne ostanke, ki se nahajajo na 
nereducirajočem koncu glikana. Ta začetna stopnja obrezovanja deluje, kot korak 
nadzora kakovosti. Deluje na naslednji način: 
 
Če je protein pravilno zvit, se kot že omenjeno trije glukozni ostanki odstranijo z 
glukozidazo 1 in 2. Odstranitev teh končnih glukoznih ostankov signalizira, da je 
glikoprotein pripravljen za prehod iz ER v GA. V kolikor pa protein ni pravilno 
zložen, se glukozni ostanki ne odstranijo, ter posledično glikoprotein ne more 
zapustiti ER. Proteini šaperoni se nato vežejo na raztegnjen ali delno zvit protein, ter 
mu pomagajo pri zvitju. 
 
Naslednji korak vsebuje nadaljno dodajanje in odstranjevanje ostankov sladkorjev 
na Golgijevem aparatu. Te modifikacije katalizirajo glikoziltransferaze oziroma 
glikozidaze. In sicer v cis-regiji GA serija manozidaz odstranjuje manozne ostanke. 
V medialnem delu GA glikoziltransferaze dodajajo sladkorne ostanke jedrni 
glikanski strukturi, pri čemer nastanejo tri glavne vrste glikanov: visoko manozni, 
hibridni in kompleksni (Drickamer in Taylor, 2006). 
 
Visoko-manozni vsebujejo dva N-acetilglukozamina z mnogimi ostanki manoze, 
pogosto skoraj toliko, kot jih je prisotnih v prekurzorskih oligosaharidih, predenj so 
vezani na protein. Kompleksni oligosaharidi lahko vsebujejo skoraj vse vrste 
saharidov, vključno z več kot prvotnima dvema N-acetilglukozaminoma. Hibridni 
oligosaharidi na eni strani veje vsebujejo ostanke manoze, na drugi strani pa N 
acetilglukozamin, ki začne kompleksno vejo (Drickamer in Taylor, 2006). 
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Slika 3: Vrste N-glikanov.Trije različni tipi (visoko manozni, kompleksni in hibridni) imajo skupno jedrno 
strukturo, ki vključuje prva dva N-acetilglukozaminska ostanka in prve tri manozne ostanke (Higel in sod., 
2016). 
 
Vrstni red dodajanja sladkorjev k rastočim glikanskim verigam določajo substratne 
specifičnosti encimov in njihov dostop do substrata, ko se premikajo skozi sekrecijsko pot. 
Organizacija tega stroja ima naposled izjemno pomembno vlogo pri določanju, kateri glikani 
bodo izdelani (Drickamer in Taylor, 2006). 
 
2.1.3 Vloga glikozilacije  
 
Pomen N-povezanega glikoziliranja postaja vse bolj očiten na področju farmacevtskih 
izdelkov. Čeprav imajo sistemi za proizvodnjo bakterijskih ali kvasnih proteinov pomembne 
potencialne koristi, kot so visok donos in nizki stroški, se pojavijo težave, ko je protein, ki 
nas zanima, glikoprotein. Večina prokariontskih ekspresijskih sistemov, kot je E.coli, ne 
morejo izvajati post-translacijskih modifikacij. Po drugi strani pa imajo evkariontski 
gostitelji, kot so kvasovke in živalske celice, različne glikozilacijske vzorce, kar povzroča 
imunogene reakcije pri bolnikih. Na primer S. cerevisiae (kvasovka) pogosto proizvaja 
glikane z visokim deležem manoz, ki so za človeka imunogeni. 
  
Ekspresijski sistemi sesalcev, kot so CHO ali NS0 celice, vsebujejo mehanizme, ki so 
potrebni za dodajanje kompleksnih glikanov kot jih poznamo pri človeku. Vendar se glikani, 
ki nastajajo v teh sistemih razlikujejo od humanih. In sicer se lahko zaključujejo bodisi z 
Neu5Gc ali pa z Neu5Ac. Nasprotno lahko človeške celice izdelujejo samo glikoproteine, 
vsebujoče Neu5Ac. Poleg tega lahko živalske celice proizvajajo tudi glikoproteine, ki 
vsebujejo določene epitope, ki lahko povzročijo resne alergijske reakcije, vključno z 
anafilaktičnim šokom, pri ljudeh, ki imajo alergijo (Dalziel in sod., 2014). 
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Slika 4: Dve najpogostejši sialični kislini, ki ju najdemo pri sesalcih sta N-acetilneuraminska kislina in N-
glikolilneuraminska kislina (Ha in Bhagavan, 2018). 
 
 
Slika 5: Razlika med glikanom, ki ga proizvajajo ljudje in živalske celice (N-linked …, 2014). 
 
Glikozilacija monoklonskih protiteles odpira možnosti za izjemno heterogenost le teh, saj N 
glikani spadajo med najbolj raznolike, ter kompleksne strukture v naravi. Poleg tega N-
glikani v strukturi protiteles igrajo pomembno vlogo. In sicer N-glikani stabilizirajo CH2 
domeno IgG protiteles. Natančneje se je izkazalo, da deglikozilacija mAb, le tem zmanjša 
stabilnost v smislu, da je njihova struktura bolj občutljiva za razvitje, ter tudi za nastanek 
agregatov. Poleg toplotne, ter koloidalne stabilnosti, je pod vplivom vezanih N-glikanov, ter 
njihove velikosti tudi funkcija protiteles, in sicer zvitje Fc dela. Večji dvovejni kompleksni 
N-glikani s terminalno galaktozilacijo, odprejo Fc del CH2 regije mAb. Na ta način mAb 
privzame strukturo, ki spominja na podkev. Pri vezavi manjših N-glikanov, protitelo 
privzame bolj jedrnato in zaprto Fc konformacijo. Te odprte ali zaprte formacije imajo velik 
vpliv na efektorske funkcije protiteles, ki so inducirane z interakcijami med Fc deli 
protiteles, ter Fc receptorji na efektorskih celicah (Higel in sod., 2016). 
 
Te ugotovitve nakazujejo na vpliv Fc N-glikozilacije na efektorsko funkcijo proteinov, ki 
interaktirajo s CH2 domeno protitelesa. Po vezavi antigena so mAb sposobne inducirati 
efektorske funkcije preko svojih Fc receptorjev. In sicer z vezavo na Fc receptorje ali 
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proteine komplementa, mAbs inducirajo od protitelesa odvisno celično citotoksičnost 
(ADCC, antibody dependent cellular cytotoxicity), ali pa s komplementom posredovano 
citotoksičnost (CDC, complement dependent cytotoxicity). ADCC se inducira po vezavi Fcc 
receptorjev (FccR) na Fc del. Afiniteta vezave FccR do Fc dela pa je odvisna od N-
glikozilacije na CH2 domeni. Večja fukozilacija IgG zmanjša ADCC odziv.  
 
Afiniteta vezave proteina komplementa C1q na Fc del IgG, ki je vključen v CDC je prav 
tako odvisna od N-glikozilacije. In sicer višji delež terminalnih galaktoz ojača CDC. 
  
Prek sprememb v sprožitvi dveh pomembnih efektorskih funkcij terapevtskih monokloncev 
kot sta ADCC, ter CDC, spremembe v N-glikozilaciji vplivajo tudi na farmakinetiko 
bioloških zdravil (Higel in sod., 2016). Pri proizvodnji bioloških zdravil, je potrebno 
nadzorovati procesne parametre, saj ti prav tako vplivajo na glikozilacijo proteinov. Nekaj 
od teh parametrov, ter njihov vpliv je zbranih v preglednici spodaj. 
 
Preglednica 2: Povzetek procesnih parametrov, ki vplivajo na glikozilacijo (Gunjan in sod., 2016). 
 
PARAMETER VPLIV NA GLIKOZILACIJO CELIČNA LINIJA 
Razmerje glukoza/manoza v 
mediju 
Visok delež glu/man povečana 
manozilacija 
CHO 
Koncentracija galaktoze Višja koncentracija; povečana 
manozilacija 
CHO 
Osmolarnost Večja osmolarnost; povečana 
monosialacija 
CHO 
Koncentracija manganovega 
klorida 
Višja koncentracija; povečana 
galaktozilacija in sialacija 
CHO 
Temperatura Nižja temperatura; zmanjšana 
fukozilacija 
CHO 
pH pH izven (6,9-8,2); povečana 
raznolikost glikanov 
CHO 
Raztopljeni kisik Višji delež; povečana 
galaktozilacija 
CHO 
 
2.2 RAZVIJANJE PROTEINOV   
 
Za biološko aktivno oziroma aktivno stanje večine proteinov, je značilna tesno zložena in 
visoko urejena konformacija. Tri dimenzionalna struktura, katero prevzame polipeptidna 
veriga je odvisna od okolja, ki jo obdaja. V vodnih raztopinah z nevtralnim pH, zmerno 
temperaturo, ter odsotnostjo destabilizajočih snovi, večina proteinov prevzame kompaktno, 
ter visoko urejeno konformacijo. Za globularne, vodotopne proteine, kot so naprimer tudi 
imunoglobulini, ta nativna konformacija predstavlja biološko aktivno stanje. Ima tesno 
zapakirano jedro, ki vsebuje stranske verige hidrofobnih aminokislin. Večina hidrofilnih 
ostankov se nahaja na zunanji strani proteina, kjer se lahko povezujejo z vodnimi 
molekulami.  
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Nativno strukturo lahko spremeni sprememba okolja topila. Razvitje nativne konformacije 
povzročijo denaturanti, kot so na primer urea, povišana temperatura, ter ekstremni pH-ji. 
Razvit oziroma denaturiran protein sprejme naključno konformacijo, in sicer stanje, ki ima 
najvišjo stopnjo nereda (Chattopadhay in sod., 2005). 
 
Denaturacija je povezana s prekinitvami nekovalentnih interakcij med aminokislinami. Le ti 
vključujejo vodikove vezi in različne elektrostatične interakcije. Kovalentna struktura 
polipeptidne verige ostane med odvijanjem intaktna. Ob primernih renaturacijskih pogojih  
se večina denaturiranih proteinov po odstranitvi denaturanta ponovno zvije v nativno stanje. 
Iz tega lahko izhajamo, ter pridemo do zaključka, da so vse informacije za tridimenzionalno 
strukturo proteina vključene v njegovem aminokislinskem zaporedju (Anfinsen, 1973). 
Denaturacija je večinoma lahko nepovratna le v primerih, ko je razviti protein dovzeten za 
agregacijo (Dobson, 2003). 
 
Teorija pravi, da se v pogojih, kjer denaturacija ne poteče protein nahaja v nativnem stanju 
z najnižjo Gibbsovo prosto energijo 𝛥𝐺0, medtem, ko se v razvitem stanju nahaja v stanju z 
najnižjo prosto energijo pod denaturacijskimi pogoji (Anfinsen, 1973). 
 
Zvijanje, ter razvijanje je kooperativen proces. Vključuje dve stanji, N (nativno), ter U 
(razvito). Konstanto ravnotežja procesa razvitja, ki poteka preko teh dveh stanj lahko 
definiramo kot: 
   𝑘𝑒𝑞 =
[𝑈]
[𝑁]
                … (1) 
Kjer [U] in [N] označujeta ravnotežni koncentraciji razvitega, ter nativnega proteina. V 
kolikšni meri se protein nahaja v U (razvitem) in N (nativnem) stanju, je odvisno od razlike 
v prosti energiji procesa razvijanja. 
   𝛥𝐺0 = 𝐺𝑈
0 − 𝐺𝑁
0              … (2) 
Povezava med prosto energijo razvijanja, ter konstanto ravnotežja razvijanja je podana z 
enačbo: 
   𝑘𝑒𝑞 = 𝑒
(
−𝛥𝐺0
𝑅𝑇
)
         … (3) 
Kjer je R plinska konstanta in T absolutna temperatura. Da je večina proteina v nativnem 
stanju, mora biti  𝛥𝐺0 pozitiven. (𝛥𝐺0> 0, 𝑘𝑒𝑞<< 1). 
 
In sicer je protein z velikim pozitivnim  𝛥𝐺0 stabilnejši od proteinov z manjšim 𝛥𝐺0. 
 
S povečevanjem koncentracije denaturanta se stabilnost proteina zmanjšuje, ter naposled 
𝛥𝐺0 postane negativen.V takem primeru postane reakcija odvijanja eksergonska, ter poteče 
spontano. Protein bo pod takimi pogoji prednostno prevzel razvito konformacijo.  
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𝛥𝐺0 je sestavljen iz entalpijskih, ter entropičnih doprinosov, kar je vidno v naslednji enačbi: 
𝛥𝐺0 = 𝛥𝐻0 − 𝑇𝛥𝑆0         … (4) 
Pri čemer 𝛥𝐻0 in 𝛥𝑆0 predstavljata spremembo entalpije, ter entropije pri procesu razvijanja 
proteina. Razvito stanje ima veliko konformacijsko entropijo, saj je število različnih končnih 
konformacij, ki jih lahko privzame neurejena polipeptidna veriga ogromno. Nasprotno pa je 
število konformacij, ki so na voljo nativnemu proteinu zelo omejeno.  
 
Iz tega lahko sklepamo, da je 𝛥𝑆0 pozitiven, ter v ravnotežju teži proti razviti U obliki. V 
nativnem stanju je ta neugoden doprinos izničen s pozitivno entalpijo razvijanja  𝛥𝐻0, ki 
izhaja iz velikega števila nekovalentnih interakcij, kot so vodikove vezi, solni mostički, ter 
van der Waalsove sile (Konermann, 2001). 
 
Dodatni dejavnik, ki ga je potrebno upoštevati, so entropijski doprinosi vode, ki obdaja 
protein. V razvitem stanju so številne hidrofobne stranske verige izpostavljene vodi. 
Svoboda gibanja vodnih molekul, ki obkrožajo te stranske verige, je naposled omejena, kar 
vodi do negativnega entropijskega doprinosa v razvitem U stanju (Southall in sod., 2002). 
Ta pojav je manj izrazit v nativnem stanju proteina, saj je večina hidrofobnih stranskih verig 
skrita v jedru proteina, ter je skupna površina dostopna topilu manjša. Ta pojav imenujemo 
hidrofobni efekt in je dejavnik, ki igra pomembno vlogo pri stabilizaciji nativnega stanja 
proteina (Akiyama in sod., 2000). Vendar obstajajo tudi nekateri drugi dejavniki, ki 
stabilizirajo razvito stanje. Proteini v le tem stanju lahko tvorijo vodikove vezi z vodo, ki jih 
obdaja.  
 
Bistvo je, da na 𝛥𝐻0, ter 𝛥𝑆0 v zgornji enačbi vpliva več stabilizacijskih, ter 
destabilizacijskih dejavnikov. Posledično vrednost 𝛥𝐺0 odraža občutljivo ravnotežje, ter 
relativno majhne spremembe okolja imajo lahko pomemben vpliv na stabilnost nativnega 
stanja. 
 
Obstajata dva glavna mehanizma s katerima denaturanti lahko sprožijo razvoj proteina. In 
sicer z neposredno interakcijo s proteinom, ali pa s spremembo lastnosti topila v katerem se 
le ta nahaja. 
 
2.2.1 Toplotna denaturacija 
 
Pogost pojav je toplotno inducirana denaturacija. Kot je omenjeno zgoraj, je nativno stanje 
proteina stabilno, dokler je 𝛥𝐺0 pozitivna. Ker pri povišanih temperaturah entropija postane 
𝛥𝑆0 > 0, posledično tudi člen (−𝑇𝛥𝑆0) postane pri višanju temperature vse bolj negativen. 
Protein se bo razvil, ko pozitivna entalpijska sprememba 𝛥𝐻0 ni več zmožna kompenzirati 
negativni (−𝑇𝛥𝑆0) člen. 
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2.2.2 Denaturacija s spremembo pH 
 
Večina proteinov je stabilnih pri nevtralnem pH. Sprememba pH na bolj kisle ali bolj bazične 
pogoje lahko sproži razvijanje. 
  
Razvijanje, ki ga povzroči kislina, se pogosto pojavi med pH 2 in 5, pri čemer se bazno 
inducirano razvijanje pogosto zgodi pri pH nad 10. pH določa skupni naboj proteina. 
Protonacija terminalnih koncev arginina, lizina in histidina ima za posledico pozitiven 
skupni naboj. Deprotonacija karboksilnih koncev glutaminske in asparaginske kisline, 
cisteina in tirozina, povzroča negativne celokupne naboje. Posledično je pri kislem pH 
večina proteinov pozitivno nabita, medtem, ko bodo pri bazičnih pH negativno nabiti.  
 
Razvijanje pri ekstremnih vrednostih pH minimizira Van der Vaalsove sile med nabitimi 
aminokislinskimi ostanki. Še bolj pomemben dejavnik pa je prisotnost skupin, ki se nahajajo 
v notranjosti proteina, v neionizirani obliki. Ko se protein razvije, postane ionizacija teh 
skupin mogoča. In sicer je razvijanje, ki ga povzroči kislina običajno poganjano s 
protoniranjem histidinskih ostankov. Razvijanje v bazičnem okolju, pa je posledica 
deprotonacij stranskih verig tirozina. Pri ekstremnih pH vrednostih lahko pride tudi do 
porušenja solnih mostičkov, z izničenjem naboja na eni izmed skupin, kjer se nahajajo 
(Konermann, 2001). 
 
2.3 FLUORESCENČNA SPEKTROSKOPIJA 
 
Vsak elementarni delec (ion, atom, molekula) se nahaja v določenem energetskem stanju. 
Stanje v katerem ima delec najmanjšo energijo se imenuje osnovno stanje, v katerem se 
nahaja večina delcev. Ko foton z določeno  energijo zadane delec, pride do prenosa energije 
s  fotona na delec (absorpcija). Na ta način delec preide iz stanja z manjšo energijo (osnovno 
stanje) v stanje z večjo energijo, ki mu pravimo vzbujeno  stanje. Čas v katerem se delec 
nahaja v vzbujenem stanju je razmeroma kratek, in sicer pride do relaksacijskega procesa, v 
katerem se energija vzbujenega stanja ponovno zniža. Obstaja več poti po katerih lahko 
vzbujena molekula ali atom odda energijo in se posledično spusti v osnovno stanje. Ena od 
teh je mehanizem fluorescence. Pri tej se del sproščene energije pretvori v toploto, del pa se 
odda v obliki fotona. Molekule, ki fluorescirajo se imenujejo fluorofori. Najpogosteje so to 
molekule, ki vsebujejo aromatski obroč, ter imajo večje število konjugiranih dvojnih vezi, 
ter možnih resonančnih struktur. Poleg tega so sposobni fluorescirati tudi nekateri kristali. 
Vsi fluorofori imajo karakteristični eksitacijski in emisijski spekter. Eksitacijski spekter je 
grafični prikaz količine absorbirane energije fotona v odvisnosti od valovne dolžine (λex), 
medtem, ko je emisijski spekter enak prikaz za emitirano svetlobo (λem). Emisijski spekter 
ima maksimum vedno pri večjih valovnih dolžinah od ekscitacijskega, kar pomeni, da se 
skupno emitira manj prejete energije fotona, kot pa se jo je absorbiralo. Razlog temu je 
sprostitev energije v obliki toplote med zelo hitro tranzicijo iz vzbujenega v osnovni 
energijski nivo, ki se zgodi tik pred emisijo svetlobe. Prehode v različne energijske nivoje 
in podnivoje, ki se zgodijo, kot posledica absorpcije in emisije elektromagnetskega 
valovanja, se navadno prikazuje s pomočjo diagrama Jablonskega (Slika 6). 
 
14 
Kosmač G. Ločevanje izooblik monoklonskih protiteles z lektini.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019  
  
   
 
 
S0 je osnovno stanje v katerem se nahaja fluorofor, preden je absorbiral energijo. Za prehod 
iz osnovnega v vzbujeno stanje S1 je potrebna energija. In sicer je to minimalna energija, ki 
je potrebna za prehod med tema stanjema. Če je omenjena energija, večja kot je potrebna za 
prehod elektronov iz osnovnega v vzbujeno stanje, bo molekula deležna tudi vibracijskih in 
rotacijskih sprememb. In sicer ima lahko molekula na vsakem nivoju več vibracijskih stanj. 
V kolikor molekula hitro preide na najnižje vibracijsko stanje izbranega energijskega nivoja, 
se zgodi pojav notranje konverzije. In sicer se le ta odvije z visoko hitrostjo, znotraj 10-12 s. 
Ker je življenjski čas fluorescence 10-9s, proces notranje konverzije poteče še preden 
fluorofor odda foton (Lakowicz, 2013). 
 
 
Slika 6: Grafična shema diagrama Jablonskega (Hanson, 2013). 
 
Prej omenjena presežna energija se prenese na sosednje molekule preko direktnih interakcij. 
To je razlog, da fluorofor izgubi del pridobljene energije, na čemer temelji Stokes-ov premik 
(slika 7), ki narekuje, da so izsevani fotoni fluorofora višje valovne dolžine, torej imajo 
manjšo energijo.  
 
 
Slika 7: Stokes-ov premik, absorpcijski spekter, emisijski spekter (Normalized …, 2013). 
 
Fluorescenco merimo s spektrofluorometri. Le ti uporabljajo visoko zmogljiv vir svetlobe, 
kot je naprimer ksenonska žarnica, ki sprošča veliko količino fotonov s katerimi obstreljujejo 
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vzorec. To zagotavlja, da je molekul, ki preidejo v vzbujeno stanje v določenem trenutku 
čim več. Svetloba potuje skozi ekscitacijski monokromator, ki omogoča izbiro valovne 
dolžine, s katero bo vzorec vzbujevan, emisija svetlobe pa je izbrana pravokotno na 
emitirano. Signal preide skozi monokromator na detektor, ki zazna emitirano svetlobo 
(Lakowicz, 2013). 
 
 
Slika 8: slikovna shema spektrofluorimetra in njegovih sestavnih delov (Cole, 2010). 
 
2.4 ABSORPCIJSKA SPEKTROMETRIJA 
 
Absorpcijska UV-VIS spektrometrija je hitra ter enostavna analizna metoda, ki omogoča 
kvantifikacijo vzorca. Gre za eno izmed najbolj pogosto uporabljenih analiznih metod v 
biokemiji. Metoda temelji na merjenju absorbirane svetlobe pri prehodu skozi raztopino 
vzorca. 
 
Deli molekul, ki so sposobni absorbirati energijo svetlobe imenujemo kromofori. Če se 
molekule s kromofori nahajajo v raztopini, ter čez le to posvetimo s svetlobo določene 
valovne dolžine, pri kateri ti kromofori absorbirajo, bo intenziteta prepuščene svetlobe nižja, 
kot če te molekule v raztopini ne bi bile prisotne. 
  
Na osnovi tega je definirana transmitanca T, ki predstavlja del izvorne svetlobe, ki prehaja 
vzorec. Podana je z enačbo: 
 
    𝑇 =
𝐼
𝐼0
          … (5) 
 
T...transmitanca 
I0...jakost vpadnega žarka 
I...jakost izstopnega žarka 
 
Razmerje  med  I  in  I0  je  odvisno  od  koncentracije  kromoforjev  v  raztopini. In sicer 
večja kot je koncentracija kromoforjev, manjši bo delež prepuščene svetlobe. 
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Matematično  povezavo  med  transmitanco in koncentracijo kromoforjev v raztopini 
izrazimo z Beer-Lambertovim zakonom. 
 
   𝐴 = − log 𝑇 = log
𝐼0
𝐼
= 𝐶 ⋅ 𝜀?̇?𝑙       … (6) 
  
A...absorbanca 
c...molarna koncentracija topljenca (mol/L) 
ελ ̇...molarni absorpcijski koeficient (L*mol-1*cm-1) 
l...dolžina poti žarka (cm) 
 
Zakon pravi, da je absorbanca premosorazmerna s koncentracijo kromoforja v raztopini (c), 
molarnim absorpcijskim koeficientom kromoforja pri določeni valovni dolžini (ελ) ter 
dolžino optičnega žarka skozi raztopino (vzorec) (l). 
 
Molarni absorpcijski koeficient (ελ ̇) je lastnost snovi, ki nam pove koliko svetlobe se 
absorbira pri določeni valovni dolžini.  Njegova enota je [Lmol-1cm-1], saj mora biti zmnožek 
c ∙ ελ ∙ l, torej, absorbanca, brez enote. 
 
Beer-Lambertov zakon velja le pri razredčenih raztopinah. Pri zelo visokih koncentracijah 
vzorca  pride  do  odstopanja  od  Beer-Lambertovega  zakona, in sicer je potrebno pri 
izmerjenih absorbancah nad 1 vzorec razredčiti, saj meritev ni več v območju linearnosti pri 
kateri zakon še velja. 
 
Absorbanco merimo s spektrofotometrom. UV-VIS spektrofotometer je sestavljen iz izvora 
svetlobe, monokromatorja, kivete in detektorja. Za izvor svetlobe uporabljamo devterijevo 
ali volframovo žarnico. S prvo merimo v območju med 195 nm do 375 nm, z drugo pa v 
območju med 350 in 1000 nm. Monokromator je sestavljen iz optične rešetke ali prizme. S 
pomočjo monokromatorja lahko izberemo valovno dolžino svetlobe, ki jo bo le ta prepustil. 
Detektor pa izmeri intenziteto prepuščene svetlobe (Abram in sod., 2006). 
 
2.5 KROMATOGRAFIJA 
 
Kromatografija je laboratorijska tehnika, ki se uporablja za ločevanje mešanic snovi. 
Mešanica je raztopljena v mobilni fazi. Le ta prenese mešanico snovi skozi strukturo, ki 
predstavlja stacionarno fazo. Različni sestavni deli mešanice potujejo skozi stacionarno fazo 
pri različnih hitrostih, kar povzroči njihovo separacijo. Separacija sloni na porazdelitvi snovi 
med mobilno in stacionarno fazo. Razlike med distribucijskimi koeficienti snovi imajo za 
posledico različne retenzije na stacionarni fazi, kar posledično vpliva na separacijo 
(McMurry, 2014). Kromatografija se lahko uporablja za preparativne ali analitske namene. 
Namen preparativne kromatografije je ločitev komponent mešanice za kasnejšo uporabo, ter 
je pravzaprav oblika čiščenja. Pri analitski kromatografiji se ponavadi uporablja manjše 
količine vzorca, ker je njen namen predvsem merjenje vsebnosti ali pa razmerje analitov v 
mešanici (Hostettmann in sod., 1998). 
 
Za potek kromatografije je pomembno ustvariti tok mobilne faze, injeciranje vzorca, sama 
ločitev vzorca, ter detekcija vzorca. Glede na vrsto mobilne faze kromatografske metode 
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razdelimo na tri osnovne skupine, in sicer na plinsko, tekočinsko, ter kromatografijo 
superkritičnih plinov. Najpogosteje uporabljana je tekočinska kromatografija, kjer se kot 
mobilna faza uporablja tekočina. Lahko se jo izvede v ravnini, ali pa kolonsko. Kolonska 
tekočinska kromatografija se loči na dve podzvrsti, in sicer na nizkotlačno, ter visokotlačno 
tekočinsko kromatografijo. Obe delujeta po istem principu, razlikujeta pa se v hitrosti, 
učinkovitosti, občutljivosti, ter po preprostosti uporabe. V teh pogledih je HPLC superiorna. 
  
Visokotlačna tekočinska kromatografija je dandanes ena izmed najbolj razširjenih ločevalno 
analitskih metod. 
 
Tehnika HPLC zavzema:  
 
Injeciranje majhnega volumna tekočega vzorca v kolono napolnjeno z majhnimi sferičnimi 
delci, ki predstavljajo stacionarno fazo. Posamezne komponente vzorca so v mobilni fazi 
potisnjene skozi kolono pod visokim pritiskom, ki ga ustvari črpalka. Komponente se na 
stacionarni fazi, zaradi različnih kemijskih ali fizikalnih interakcij med delci in molekulami 
oziroma zaradi lastnosti le teh, ločijo med sabo. Ločene komponente se zaznajo na koncu 
kolone s pomočjo detektorja, ki nam poda signale, iz katerih lahko posredno izračunamo 
količino komponent. 
 
2.5.1 HPLC sistem 
 
HPLC sistem je sestavljen iz štirih najpomembnejših komponent 
 
 Črpalka 
 Injektor 
 Kolona 
 Detektor 
 
 
Slika 9: Shema HPLC sistema (Laboratory info, 2019). 
 
Črpalka velja za eno najpomembnejših komponent v sistemu HPLC. Zagotavljati mora 
stalen pretok mobilne faze skozi injektor, kolono in detektor. Najpogosteje se pretoki, 
doseženi pri HPLC gibljejo v območju med 1 mL/min, ter 2 mL/min. Med potekom HPLC 
analize, lahko črpalka zagotavlja konstantno kompozicijo mobilne faze (izokratska analiza), 
lahko pa se kompozicija mobilne faze tekom analize spreminja (gradientska analiza). 
18 
Kosmač G. Ločevanje izooblik monoklonskih protiteles z lektini.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019  
  
   
 
 
Rezervoarji za različne mobilne faze so povezani z ventilom in programom, kjer je mogoče 
izbrati določeno mobilno fazo ali določen gradientni program. Mobilna faza preide iz 
izbirnika prek selekcijskega ventila v visokotlačno črpalko. Ta jo prečrpa v napravo za 
vzorčenje, običajno je ta preprosto vrteči se ventil, ki ob rotaciji postavi vzorec v linijo z 
tokom mobilne faze. Ta skupaj z vzorcem preide nato na kolono. Izstopni tok iz kolone 
preide na detektor. Pomembna karakteristika po kateri se črpalke razlikujejo je stabilnost 
pretoka. Še posebno pri izključitveni kromatografiji mora biti pretok mobilne faze izjemno 
stabilen (Moustafa in sod., 2013). 
 
Vzorce se lahko v mobilno fazo vpelje na različne načine. Najenostavnejši način je uporaba 
injekcijskega ventila. V novejših sistemih HPLC so prisotne avtomatske, računalniško 
vodene naprave za vzorčenje. V tekočinski kromatografiji se lahko v mobilno fazo tekoče 
vzorce vbrizga neposredno, trdne vzorce pa je potrebno predhodno raztopiti v ustreznem 
topilu. Ni nujno, da je topilo mobilna faza, vendarle mora biti preudarno izbrano, da se 
izognemo motnjam na detektorju ali interferenci z kolono. Pred injeciranjem vzorca, je 
potrebno le tega očistiti s filtriranjem ali pa centrifugiranjem, ter mu tako odstraniti trdne 
delce. In sicer lahko neprekinjeno vbrizgavanje netopnih delcev povzroči blokado injektorja 
ali kromatografske kolone. Injektorji morajo zagotoviti možnost injiciranja tekočih vzorcev 
ustreznih volumnov pod visokim pritiskom z visoko ponovljivostjo. Pogosti so injektorji, ki 
omogočajo natančno odmerjanje količine vzorca s pomočjo zank, različni. In sicer je 
volumen zank, ki se uporabljajo pri analitičnem delu od 1 do 100 μL (Moustafa in sod., 
2013). 
 
Naloga detektorja je zaznava analita v eluentu, ki po ločitvi pride iz kolone. Signal detektorja 
je funkcija koncentracij analitov, ki prehajajo skozi celico detektorja. Za uporabo podatkov 
za kvantifikacijo se mora detektor linearno odzivati na spremembe koncentracij v širokem 
območju koncentracij, kar imenujemo linearni dinamični razpon detektorja (Lough WJ et al, 
1995). 
 
Najpogosteje uporabljen detektor pri sistemu HPLC je UV-Vis-spektrofotometer. Mobilna 
faza se prenese skozi majhno pretočno celico, kjer se nahaja sevalni žarek UV-Vis fotometra 
ali spektrofotometra. Ker UV-absorbirajoča raztopina prehaja skozi pretočno celico, se 
generira signal, ki je sorazmeren koncentraciji analita. Ob uporabi UV-Vis detektorjev je 
potrebno komponente mobilne faze skrbno izbrati, ter paziti, da absorbirajo malo ali nič 
svetlobe (Swartz, 2010). 
 
Osrednji del HPLC sistema je kromatografska kolona. Obstajajo tri osnovne vrste 
tekočinskih kromatografskih kolon. In sicer kolone pri katerih je tako mobilna kot tudi 
stacionarna faza tekočina, kolone pri katerih je mobilna faza v tekočem, stacionarna pa v 
trdnem stanju, ter kolone pri katerih je mobilna faza tekoča, stacionarna faza pa je ionsko 
izmenjalna smola (Cheremisinoff, 1996). Kromatografske kolone s tekočo stacionarno fazo 
imajo na površino kolone ali pakiranega materiala vezano tekočino, ter zaradi omejene 
stabilnosti, ter posledično ne praktičnosti niso priljubljene. Daleč najpogosteje se uporabljajo 
tekočinsko-trdne kromatografske kolone, kjer je stacionarna faza trdna snov. 
 
Tekočinsko-trdne kromatografske kolone so najpogosteje narejene iz nerjavečega jekla, 
lahko pa so tudi iz debelega stekla, polimerov, kot so polietiletilketon, ter različnih 
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kombinacij zgoraj naštetih materialov. Tipične analitične kolone so dolge med 3 in 25 cm, 
ter imajo premer od 1 do 5 mm. Porozni delci, ki pakirajo kolone, imajo tipičen premer med 
3 in 10 μm, ter so najpogosteje iz silikagela. Tega je mogoče z namenom pridobitve 
stacionarnih faz z različnimi separacijskimi lastnostmi dodatno kemijsko modificirati. 
Modifikacija poteka prek silanolnih skupin (-Si-OH), na katere v prvem koraku vežemo 
različno dolge alifatske verige, na katere v naslednjih korakih vežemo še naprimer fenilne, 
ciano in nitro skupine, ter na ta način uravnavamo polarnost stacionarne faze, ter posledično 
separacijske lastnosti le te. Na kakovost ločbe vplivata velikost delcev stacionarne faze, ter 
dolžina kolone. Na podlagi teh dveh karakteristik je definirano število teoretičnih podov v 
koloni. Večje število teoretičnih podov rezultira v boljši resoluciji ločbe snovi (Skoog in 
sod., 2013). 
 
Glede na interakcije topljenca z stacionarno fazo ločimo poleg izključitvene, ki jo bomo 
podrobneje opisali pozneje, več tipov kolonske kromatografije: 
 
 Normalno fazna HPLC 
 
Komponente v mešanici eluirajo pri različnih hitrostih. Le te so odvisne od razlik v 
polarnosti komponent vzorca. Ko je uporabljena kolona bolj polarna od mobilne faze, 
govorimo o normalno fazni HPLC. Polarna stacionarna faza povzroči, da se bolj 
polarne komponente vzorca dalj časa zadržijo na stacionarni fazi. Ko čez kolono 
preide topilo ali gradient le teh, se bodo kot prve eluirale manj polarne, ter šele 
pozneje polarnejše komponente. 
 
 Reverzno fazna kromatografija  
 
Pri reverzno fazni HPLC je polarnost mobilne in stacionarne faze ravno obratna kot 
pri normalno fazni HPLC. Mobilna faza je polarna, stacionarna pa nepolarna. 
Pogosto se za mešanice polarnih topil uporabljajo voda, metanol, ter acetonitril. Pri 
tej metodi se bodo kot prve eluirale najbolj polarne komponente mešanice, zatem 
šele manj polarne. 
 Ionsko izmenjevalna kromatografija 
 
Ionska izmenjalna kromatografija vključuje ločevanje ionizabilnih molekul na 
podlagi njihovega naboja. Ionska izmenjalna kromatografija se običajno uporablja 
za ločevanje nabitih bioloških molekul, kot so proteini, peptidi, aminokisline ali 
nukleotidi. Aminokisline, ki sestavljajo proteine, so zwitterionske molekule, ki 
vsebujejo pozitivno in negativno nabite funkcionalne skupine. Glede na pH 
njihovega okolja lahko proteini nosijo skupni pozitivni naboj, negativni naboj ali pa 
imajo uravnotežen skupni naboj. Ko je kolona za ionsko izmenjevalno 
kromatografijo, katere stacionarna faza je kationski ali anionski izmenjevalec 
naložena z vzorcem pri določenem pH, se bodo vsi proteini, ki so ustrezno nabiti, 
vezali na nabito stacionarno fazo. Na stacionarni fazi so vezane bodisi pozitivne ali 
pa negativne funkcionalne skupine. In sicer primer takega kationskega in anionskega 
izmenjevalca je naprimer sulfonat (-S03
-) oziroma kvarterni amin (-N(CH3)3
+). 
(Moustafa in sod., 2013) 
 
 
20 
Kosmač G. Ločevanje izooblik monoklonskih protiteles z lektini.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019  
  
   
 
 
 Afinitetna kromatografija 
 
Afinitetna kromatografija je metoda ločevanja biokemičnih zmesi, ki temelji na zelo 
specifičnih bioloških interakcijah. Ločevanje poteka na osnovi reverzibilnih 
interakcij med proteini in ligandom vezanim na inertni nosilec. Ligand se lahko 
specifično veže na vezavna mesta tarčnih molekul. Z to metodo dobimo iskani 
protein v koncentrirani in očiščeni obliki. 
 
2.5.2 Izključitvena kromatografija (SEC) 
 
Je tip kromatografije, kjer so molekule ločene po velikosti. In sicer stacionarno fazo 
predstavljajo majhni porozni delci. Manjše molekule, se zagozdijo, v pore delcev in se 
posledično eluirajo počasneje kot večje molekule. Zatorej je retencijski čas odvisen od 
velikosti molekul. Pomembno je tudi dejstvo, da pri tej vrsti kromatografije ni interakcij med 
analitom, ter stacionarno fazo, bodisi fizikalnih ali kemijskih. 
 
 
 
Slika 10: Grafični prikaz principa izključitvene kromatografije (SEC) (Creative Biostructure, 2018). 
 
Obstajata dve osnovni vrsti izključitvene kromatografije. In sicer poznamo gelsko 
permeacijsko kromatografijo (GPC), pri kateri se uporablja stacionarno fazo, ki je 
hidrofobna, ter mobilno fazo, ki je najpogosteje organsko topilo. Druga zvrst pa je gelska 
filtracijska kromatografija (GFC), katera uporablja hidrofilno stacionarno fazo, ter vodno 
mobilno fazo, za separacijo molekul, topnih v vodi, kot so na primer proteini (Garrett in 
Grisham, 2013). 
 
Pogosto se za analitske namene uporabljajo porozni delci, ki temeljijo na silikatih. Le ti 
imajo prisotne silanolne skupine, katere so organsko modificirane. Organsko modificirani 
silikati, zagotavljajo bolj robusten matriks, ki je odporen na strižne sile tudi pri visokih 
tlakih, zaradi trdnejše strukture pa je omogočena tudi proizvodnja majnših krogelnih delcev, 
ki poskrbijo za večjo resolucijo kolon. Na ta način se lahko izboljša tudi inertnost matriksa, 
in sicer je verjetnost za morebitne elektronske interakcije s proteini zmanjšana (Hagel in 
sod., 2008). 
 
Poleg ločevanja proteinov na podlagi velikosti,  gelska filtracijska kromatografija omogoča 
tudi oceno molekulske mase neznanega globularnega proteina. Najprej je potrebno 
kromatografsko kolono kalibrirati. In sicer je potrebno izmeriti prosti volumen kolone (V0). 
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To je volumen mobilne faze, ki preteče od nanosa molekule, ki se na koloni ne zadrži 
(običajno velik barvan sladkor kot je modri dekstran z MM = 2x106 Da), do njene elucije. 
V0 torej predstavlja volumen mobilne faze med delci stacionarne faze (Switzer in sod., 
1999). 
 
Izmeriti je potrebno tudi totalni volumen (Vt). To je volumen mobilne faze, ki je potreben 
za popolno elucijo molekule, ki je manjša od por, ter se v njih zadrži. Vt izmerimo tako, da 
na kolono nanesemo majhno molekulo, kot je naprimer aminokislina. Vt torej predstavlja 
volumen mobilne faze med delci, ter volumen mobilne faze, ki se nahaja v porah matriksa 
stacionarne faze. 
 
V0, ter Vt sta za vsako SEC kolono edinstvena, ter sta odvisen od gostote pakiranja kolone, 
sestave gela, dolžine kolone itd. 
 
 
Slika 11: Grafični prikaz izrazov, ki se uporabljajo pri gelski filtraciji (Sino Biological, 2017). 
 
Vt, običajno znaša približno 90 % prostornine celotne kolone, ki jo zajamejo hidratizirane 
kroglice, pakirane znotraj kolone. Le to izračunamo s pomočjo enačbe prostornine valja: 
 
   V=πr2h … (7) 
 
Pri čemer je r notranji polmer kolone, h pa višina materiala, s katerim je kolona polnjena. 
Vrednost V0 znaša približno 30-40 % prostornine celotne kolone (Stephenson, 2016). 
 
Za določitev molekulske velikosti molekule, se filtracijska kolona gela kalibrira z nizom 
standardov znane molekularne velikosti. Zabeleži se prostornina, potrebna za eluiranje vsake 
molekule standarda iz kolone. Ta prostornina je označena kot elucijski volumen (Ve) in je 
edinstvena za vsako molekulo znotraj standarda. Elucija molekul z delnim dostopom do por 
je odvisna od velikosti molekul. In sicer imajo manjše molekule dostop do več por, kot večje. 
Zelo majhne molekule, kot je na primer p-aminobenzojska kislina imajo dostop do vseh por. 
Te molekule so navadno eluirane pri totalnem volumnu tekočine v koloni Vt, se pravi tik 
preden 1 celotni volumen kolone pufra preide kolono. Graf molekulske mase proteina v 
odvisnosti z Ve poda umeritveno krivuljo kolone. 
 
Ker je elucijski volumen odvisen od celotnega volumna kolone, ter od načina pakiranja 
kolone, je elucija proteinov boljše opisana z distribucijskim koeficientom Kd. Kd opisuje 
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kako je molekula porazdeljena med dve fazi, oziroma predstavlja frakcijo stacionarne faze, 
v katero določena molekula lahko difundira. Velike molekule, ki potujejo mimo delcev, brez 
da bi vstopile v pore imajo Kd enako 0, medtem, ko imajo majhne molekule s polnim 
dostopom do por delcev Kd enako 1. 
 
Za primerjavo podatkov med različnimi kolonami se naposled uporablja relativni volumen 
elucije. Distribucijsko konstanto Kd, poda enačba 8. 
 
   Kd = 
𝑘𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖𝑗𝑎 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑎 𝑣 𝑚𝑜𝑏𝑖𝑙𝑛𝑖 𝑓𝑎𝑧𝑖
𝑘𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖𝑗𝑎 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑎 𝑣 𝑠𝑡𝑎𝑐𝑖𝑜𝑛𝑎𝑟𝑛𝑖 𝑓𝑎𝑧𝑖
      … (8) 
 
V gelski filtracijski kromatografiji se razmerje, ki ga podaja zgornja enačba 8, lahko izrazi 
tudi kot razmerje retencijskih časov oziroma retencijskih volumnov: 
 
   Kd = 
𝑉𝑒−𝑉0
𝑉𝑠
          … (9) 
 
Kjer je Vs volumen stacionarne faze. Prostornino le te, je sicer težko natančno izračunati, 
saj se delci gela razlikujejo po velikosti in prostornini v vsaki seriji kolon. Zatorej 
uporabljamo povprečno konstanto porazdelitve, ki je podana z enačbo 10: 
 
   Kavg = 
𝑉𝑒−𝑉0
𝑉𝑡−𝑉0
          ... (10) 
 
Kjer je Ve - V0 je približek volumna stacionarne faze v koloni. Kavg vrednosti so bile 
določene za številne gele in proteine. Neodvisnost od dimenzij kolone omogoča primerjavo 
vrednosti Kavg med različnimi kolonami v različnih poskusih, v kolikor je uporabljena 
stacionarna faza enaka (Switzer in sod., 1999). 
 
Opozoriti velja, da so proteini različnih oblik. Lahko so kroglasti, linearni ali zviti v različnih 
konfiguracijah. Oblika molekule vpliva na to, kakšna bo interakcija le te z porami 
stacionarne faze. Elucija je torej močneje povezana z molekulsko velikostjo in obliko kot pa 
z molekularno maso. Proteini, uporabljeni za izdelavo standardne krivulje, morajo torej imeti 
splošno obliko, ki je čim bolj podobna obliki neznanega proteina. Kljub temu, ta metoda 
omogoča pridobitev rezultata, ki je dober približek velikosti proteinov v Daltonih 
(Stephenson, 2016). 
 
Prednosti te metode vključujejo dobro ločitev velikih molekul od majhnih molekul z 
minimalnim volumnom eluata. SEC se lahko kombinira z drugimi tehnikami, ki molekule 
nadalje ločujejo še po drugih značilnostih, kot so kislost, bazičnost, naboj in afiniteto do 
določenih spojin. Pri SEC so separacijski časi kratki, ter dobro definirani, kar ima za 
posledico dobro občutljivost tehnike. SEC je zelo uporabna metoda za analiziranje 
proteinov, ker so pogoji, pri katerih ločba poteka zelo blagi. Proteini se lahko nahajajo v 
različnih oblikah, kot so na primer, monomerna, agregirana, razgrajena, kompleksirana. Ker 
je večina teh oblik povezana z nekovalentnimi vezmi, so le te pogosto šibke in hitro 
razpadejo, če so podvržene nenativnim oziroma denaturacijskim pogojem. Ker ni interakcij 
med analitom, ter stacionarno fazo, posledično tudi ne prihaja do izgub analita med analizo, 
biološka aktivnost proteina pa ostane intaktna (Skoog in sod., 2006). 
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Metoda ima tudi nekatere slabosti. Obsežen stik mobilne faze s površino stacionarne faze 
predstavlja veliko tveganje za pojav nespecifičnih interakcij. Poleg tega ima vsaka kolona 
določen razpon velikosti molekul, ki jih lahko ločuje. In sicer SEC kolona morda ni primerna 
za analizo vseh proteinov, različnih velikosti v danem vzorcu. S tem dobimo omejene 
informacije o resnični porazdelitvi velikosti proteinov v vzorcu. Če s pomočjo SEC 
določamo približno molekulsko maso neznanega proteina, je  potrebno poznati obliko 
proteina, ki ga določamo, saj le ta vpliva na prodiranje v pore stacionarne faze (Gabrielson 
in sod., 2007). 
 
2.5.3 Lektinska kromatografija 
 
Lektinska afinitetna kromatografija je oblika afinitetne kromatografije, kjer se lektini 
uporabljajo za ločevanje bioloških komponent (Lis in Sharon, 1998). 
 
Lektini so proteini, ki vežejo ogljikove hidrate, ter so prisotni v rastlinah. Izraz lektin izvira 
iz latinske besede legere, ki pomeni izbrati. Lektini igrajo pomembno vlogo pri obrambi 
rastlin pred invazijo virusov, bakterij in gliv (Dias, 2015). 
 
Prav tako naj bi igrali pomembno vlogo pri simbiozi med rastlinami in mikroorganizmi (De 
Hoff in sod., 2009). Lahko pa so tudi vključeni v regulativne in signalne poti v rastlinskih 
celicah (Chen in sod., 2002). Dandanes je znano, da ima več kot tisoč rastlinskih vrst lektine. 
Večina teh lektinov je v izobilju v semenih, medtem, ko so nekateri najdeni tudi v listih in 
koreninah (Benedito in sod., 2008). 
 
Lektini se med seboj močno razlikujejo glede na specifičnost vezave ogljikovih hidratov, 
kar omogoča klasifikacijo le teh. In sicer jih lahko razvrstimo na: 
 Lektini specifični za manozo/glukozo 
 Lektini specifični za galaktozo/N-acetilglukozamin 
 Lektini specifični za hitobiozo 
 Lektini specifični za L-fukozo 
 Lektini, ki se ne vežejo na enostaven sladkor, ampak se povezujejo samo z 
oligosaharidi 
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Preglednica 3: Lektini in in njihova specifičnost vezave ogljikovih hidratov (Damme in sod., 1998). 
 
LEKTIN SPECIFIČNOST VEZAVE OGLJIKOVIH 
HIDRATOV 
Konkanavalin A (ConA)  
Grahov lektin 
Glukoza, manoza  
Aglutinin iz pšeničnega kalčka  
Krompirjev lektin  
Paradižnikov lektin 
N-acetilglukozamin 
Ricinusni aglutinin  
Arašidni aglutinin 
galaktoza 
Sojni aglutinin  
Fižolov lektin 
N-acetilgalaktozamin 
Limulusov lektin N-acetilneuraminska kislina 
 
Pozneje so bili razvrščeni tudi na podlagi karakteristik, ter števila njihovih domen za vezavo 
ogljikovih hidratov. Poznamo: 
 Merolektine, ki so sestavljeni iz ene same domene, ki se veže na ogljikove hidrate. 
Po definiciji so monovalentni, zatorej nimajo sposobnosti obarjanja glikokonjugatov 
ali aglutiniranja celic. 
   
 Hololektine, ki so zgrajeni izključno iz domen, ki vežejo ogljikove hidrate. Vsebujejo 
vsaj dve domeni, ki sta identični oziroma zelo podobni, ter vežeta enake oziroma 
strukturno zelo podobne ogljikove hidrate. Hololektini so po definiciji di- ali 
multivalentni, zatorej so sposobni aglutinirati celice, ter oboriti glikokonjugate. V to 
skupino spada večina rastlinskih lektinov. 
   
 Himerolektine. To so fuzijski proteini, ki so sestavljeni iz ene ali več ogljikohidrat 
vezavnih domen, ki je vezana na drugo, strukturno, ter glede na aktivnost nesorodno 
domeno. Slednja domena ima dobro definirano encimsko, ali drugačno biološko 
aktivnost. Glede na število domen za vezavo karbohidratov, se lektini obnašajo kot 
merolektini ali pa hololektini. 
 
 Superlektine, ki so sestavljeni izključno iz vsaj dveh domen za vezavo ogljikovih 
hidratov. Vendar  za razliko od hololektinov, superlektinske karbohidrat-vezavne 
domene vežejo strukturno nesorodne sladkorje. Superlektine lahko označimo tudi kot 
posebna skupina himerolektinov, ki imajo dve strukturno, ter funkcionalno različni 
domeni za vezavo ogljikovih hidratov (Damme in sod., 1998). 
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Slika 12: Shematski prikaz merolektina, hololektina, himerolektina in superlektina (Damme in sod., 1998). 
 
 
 
Slika 13: Shematski prikaz celične aglutinacije izzvane z lektinom. Vsaka molekula lektina tvori vez z dvema 
celicama. Tvori se mreža, ki preprečuje celično sedimentacijo (Damme in sod., 1998). 
 
Struktura lektinov iz stročnic lahko poseduje različno stopnjo glikozilacije. Njihova 
struktura temelji na podenotah (monomerih), ki vsebujejo dvovalentne katione. Ti se v 
notranjosti proteina zadržujejo z interakcijami s specifičnimi aminokislinskimi ostanki, ter 
so bistveni za lektinovo sposobnost vezave ogljikovih hidratov (Lönnerdal in sod., 1983). 
 
Vezava lektinov na ogljikove hidrate je nekovalentna in reverzibilna. Vključuje vodikove 
vezi, hidrofobne, elektrostatične, van der Waalsove interakcije, ter dipolsko privlačnost. 
Vezava je relativno šibka, z disociacijskimi konstantami v milimolarnem ali mikromolarnem 
območju. Sicer pa interakcije multivalentnih lektinov s kompleksnimi, razvejanimi, 
ogljikovimi hidrati, ki vsebujejo več epitopov, povzročijo visoko avidnostno vezavo z 
nanomolarnimi ali celo pikomolarnimi disociacijskimi konstantami. Lektini ne reagirajo 
katalitično z ogljikovimi hidrati, kar bi spremenilo ligand, razen v primeru, ko je lektin 
poddomena modularnega proteina, ki vsebuje drugo katalitsko (glikozidazno) domeno. 
Poleg tega so tako lektini, kot tudi ogljikovi hidrati običajno stabilne spojine, kar pomeni, 
da lahko uporabimo med drugim tehnike eluiranja pod ekstremnimi pogoji, kot so visok ali 
nizek pH (Pohleven in sod., 2012). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIALI 
 
3.1.1 Reagenti in druge substance 
 
 Goveji serumski albumin; liofiliziran prah; dobavitelj: Sigma Aldrich; ZDA 
 Konkanavalin A; liofiliziran v pufru, ki vsebuje 0,5 mM MnCl2, 0,5 mM CaCl2; 
dobavitelj: Medicago; Švedska 
 Dekstran; prah; dobavitelj: Sigma Aldrich; ZDA 
 Glukoza; prah; dobavitelj: Sigma Aldrich; ZDA 
 Tripsin inhibitor iz piščančjega beljaka; prah; dobavitelj: Sigma Aldrich; ZDA 
 Hrenova peroksidaza; prah; dobavitelj: Sigma Aldrich; ZDA 
 Lizocim iz beljaka; prah; dobavitelj: Sigma Aldrich; ZDA 
 Monoklonsko protitelo; založna raztopina v dH2O s koncentracijo 27 mg/mL; 
dobavitelj: Lek d.d.; Slovenija 
 NaOH (natrijev hidroksid) - Titrisol®, za pripravo 1 M NaOH; dobavitelj: Merck:ž; 
Nemčija 
 HCl (klorovodikova kislina) - Titrisol®, za pripravo 1 M HCl; dobavitelj: Merck; 
Nemčija 
 100 % ocetna kislina (glacialna); MM = 60,05; čistost ≥ 99,8 %; dobavitelj: Merck; 
Nemčija 
 Tween 80; 0,1 % raztopina; dobavitelj: Fluka; Nemčija 
 Tris baza; pKa = 8,1; uporabno pH območje 6,8-8,2; čistost ≥ 99,8 %;  dobavitelj: 
Merck; Nemčija 
 Manganov(II) klorid tetrahidrat; MM = 197,91; čistost ≥ 99,8 %; dobavitelj: Merck; 
Nemčija 
 Kalcijev klorid čistost; MM = 60,05; čistost ≥ 93 %; dobavitelj: Merck; Nemčija 
 Etanol; MM = 46,07; čistost ≥ 99,8 %; dobavitelj: Merck; Nemčija 
 Natrijev fosfat dibazični heptahidrat; MM = 268,07; čistost ≥ 99,8 %; dobavitelj: 
Merck; Nemčija 
 Natrijev fosfat monobazični monohidrat; MM = 268,07; čistost ≥ 99,8 %; dobavitelj: 
Merck; Nemčija 
 Akrilamid; prah; MM = 71,08; čistost ≥ 99 %; dobavitelj: Merck; Nemčija 
 Amonijev persulfat; prah; MM = 228,20; čistost ≥ 98 %; dobavitelj: Merck; Nemčija 
 Amonijev persulfat; prah; MM = 228,20; čistost ≥ 98 %; dobavitelj: Merck; Nemčija 
 TEMED; N,N,N′,N′-Tetrametiletilendiamin; MM = 116,20; čistost ≥ 99 %; 
dobavitelj: Merck; Nemčija 
 Natrijev dodecil sulfat; MM = 288,38; čistost ≥ 98,5 %; dobavitelj: Merck; Nemčija 
 Deionizirana voda 
 2-Merkaptoetanol; MM = 78,13; čistost ≥ 99 %; dobavitelj: Merck; Nemčija 
 Glicerol; MM = 92,09; čistost ≥ 99 %; dobavitelj: Merck; Nemčija 
 Coomassie® Brilliant blue G 250; MM = 854,04; dobavitelj: Merck; Nemčija 
 DTT(1,4-Dithiothreitol) MM = 154,25; čistost ≥ 97 %; dobavitelj: Merck; Nemčija 
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3.1.2 Laboratorijska oprema 
 
 Analitska tehtnica (sartorius) ; Nemčija 
 Tehtnica (Kern ems 300-3) ; Nemčija 
 Brizge (Henke Sass Wolf 1mL soft-inject) ; Nemčija 
 Čaše razlicnih velikosti 
 Digestorij (securiflow scala) ; Nemčija 
 Filtri za na hplc (sartorius cellulose nitrate filter 0,2 µm) ; Nemčija 
 Filtri za na hplc (sartorius cellulose nitrate filter 0,45 µm) ; Nemčija 
 Filtri z nastavkom za brizgo (EMD Millipore 0,22 µm) ; Nemčija 
 HPLC viale 
 Kromatografska kolona TSKgel G3000SWXL (Tosoh); Japonska 
 Kromatografska kolona TSKgel G3000SW (Tosoh) ; Japonska 
 Kromatografski sistem FPLC AKTAexplorer (GE Healthcare) ; ZDA 
 Magnetno mešalo LLG-uniSTIRRER 3 (LLG Labware) ; ZDA 
 Merilni valj 
 pH meter 
 pipete Finnpipette F1 (Thermo Scientific); Finska 
 UV-Vis spektrofotometer INFINITE M200PRO (TECAN); Švica 
 Vodna vakumska črpalka 
 Vodna kopel Julabo F25 MD (Julabo Labortechnik) ; Nemčija 
 Mikrotitrske plošče Greiner UV-Star® 96 well plate (Greiner); Avstrija 
 Vorteks IKA Vortex genius 3 (IKA) ; Nemčija 
 Zamrzovalnik, hladilnik Liebherr MEDline (Liebherr) ; Švica  
 Elektroforezni sistem Liuyi DYCZ-24DN (Beijing Liuyi): Kitajska 
 UV-Vis spektrofotometer NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) ; ZDA  
 Centrifuga MiniSpin (Eppendorf) ; Nemčija 
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3.2 METODE 
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 14: Shema splošnega poteka dela 
 
3.2.1 Priprava pufrov 
 
Preglednica 4: Seznam uporabljenih pufrov, ter njihovi pH 
 
pH pufer 
3,6 
5,6 
Acetatni 
pufer 
6 
6,5 
PBS 
7,2 
7,5 
8 
8,5 
9 
Tris-HCl 
 
Acetatni pufer smo pripravili na naslednji način. Pripravili smo dve raztopini. V prvi 
raztopini smo pripravili 0,2 M raztopino ocetne kisline, in sicer smo v 1 L destilirane vode 
dodali 11,55 mL ocetne kisline. V drugi čaši smo pripravili 0,2 M raztopino natrijevega 
acetata. Le tega smo pripravili tako, da smo v 1 L destilirane vode dodali 27,2 g C2H3O2Na. 
V posebej pripravljeno posodo smo z merilnim valjem odmerili, ter dodali 463 mL prve 
raztopine, k 37 mL druge raztopine. Do enega litra smo dopolnili z destilirano vodo. pH smo 
uravnavali z dodatkom 1 M klorovodikove kisline, ter 1 M natrijevega hidroksida, pri 
konstantnem mešanju. (pH = 3,6; 5,6). Pufer smo prefiltrirali čez 0,2 μm filter, ter ga do 
uporabe shranili v hladilniku. 
 
SEC 
Priprava 
pufrov 
Segrevanje 
vzorca 
mAb 
Priprava 
vzorca 
mAb 
Ohlajanje 
vzorca mAb 
SEC 
fluorescenca 
Dodatek 
ConA 
Po potrebi 
filtracija 
vzorca 
mAb+ConA 
SEC 
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Pripravili smo tudi fosfatni PBS pufer. V primerno čašo smo natehtali 6,464 g natrijevega 
fosfata dibazičnega heptahidrata, ter 7,297 g natrijevega fosfata monobazičnega 
monohidrata. V čašo smo nalili približno 900 mL destilirane vode, ter ob stalnem mešanju 
na magnetnem mešalu z dodajanjem 1 M klorovodikove kisine, ter 1 M natrijevega 
hidroksida umerili pH. Po filtraciji čez 0,2 μm filter smo ga shranili v hladilniku do nadaljne 
uporabe. 
 
Za pripravo 1 L 20 mM Tris-HCl pufra smo v litrsko posodo zatehtali 3,154 g Tris baze, ter 
11,688 g NaCl. Posodo smo dopolnili s približno 900 ml destilirane vode, ter raztopino 
premešali na magnetnem mešalu in ji umerili pH na določene vrednosti. pH smo uravnavali 
z dodatkom 1 M klorovodikove kisine, ter 1 M natrijevega hidroksida, pri konstantnem 
mešanju.  (pH = 7, 7,5; 8, 8,5; 9).  
 
V kolikor smo Tris-HCl pufru dodali še ione, kofaktorje ConA, smo po umeritvi pH-jev 
raztopini dodali še 0,198 g MnCl2, 0,11 g CaCl2, ter posodo dopolnili do oznake 1 L, z 
destilirano vodo. Manganov(II)klorid je obvezno potrebno dodati po umerjanju pH, saj le ta 
močno reagira z bazo, ter posledično pri stiku z bazo tvori rdečerjavo oborino manganovega 
oksida. Tako pripravljene pufre smo prefiltrirali čez 0.2 μm filter, ter jih do uporabe shranili 
v hladilniku pri 4 °C v zatesnjenih, ter z aluminjasto folijo pokritih posodah. 
 
3.2.2 Priprava vzorcev 
 
Pred pripravo vzorcev neznanih monoklonskih protiteles, ki smo jih pridobili iz podjetja Lek 
d.d., smo izmerili koncentracijo le teh v založni raztopini z napravo nanoDrop. 
Koncentracija založne raztopine monoklonskih protiteles je znašala 29,7 mg/mL. 
Neidentificirana mAb, uporabljena v analizah, po trditvah proizvajalca na Fc delu vsebujejo 
manozne, ter galaktozne ostanke, za katere je lektin konkanavalin A (ConA) specifičen. Le 
tega bomo poskusili z mAb v raztopini povezati. 
 
V vsako epico smo dodali 70 μL založne raztopine mAb, ter 930 μL ustreznega pufra. V 
kolikor je posamezna analiza zahtevala je bil dodan tudi DTT. Končna koncentracija mAb v 
vzorcu je znašala 2 mg/mL. Po potrebi smo vzorce nato segrevali v vodni kopeli. Po gretju, 
ter enournem hlajenju vzorcev na sobni temperaturi smo le tem z namenom ugotavljanja 
razvitja monoklonskih protiteles izmerili fluorescenco, ali pa smo jih analizirali s pomočjo 
izključitvene kromatografije. Na ta način smo preverili če pride do agregatov, razpada ali pa 
do vezave s ConA. 
 
ConA smo pripravili tako, da smo v epico zatehtali 2 mg ConA, ter mu dodali pufer do enega 
mL. Končna koncentracija vzorca ConA je torej bila 2 mg/mL. Na enak način smo pripravili 
tudi vzorce standardnih proteinov za konstrukcijo kalibracijske kolone TSKgel3000SWxl, z 
izjemo, da je bila končna koncentracija le teh v vzorcu 1 mg/mL. 
 
Vzorce, ki vsebujejo tako ConA, kot tudi mAb (ConA + mAb) smo pripravili iz zgoraj 
navedenih raztopin, v volumskem razmerju ConA:mAb = 1:1.  
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3.2.3 Merjenje fluorescence razvijanja mAb 
 
Razvijanje mAb smo spremljali z merjenjem intrinzične fluorescence triptofana. In sicer je 
ta v proteinu močno odvisna od tridimenzionalne strukture le teh, oziroma od lokalne 
okolice, kjer se triptofanski ostanki nahajajo. Pod določenimi denaturacijskimi pogoji se 
mAb razvijejo. Na ta način se 3-D struktura le teh spremeni, kar vodi do sprememb v 
intrinzični fluorescenci triptofana. To se odraža v premikih fluorescenčnih emisijskih vrhov, 
ter v spremembi intenzivnosti fluorescence.  
 
Fluorescenčne spremembe v naslednjih analizah spremljamo, ter na njihovih podlagi 
določimo tudi točke tranzicije, kjer mAb preide v razvito obliko. 
 
Fluorescenco smo merili na napravi: Plate reader Infinite 200 PRO - Tecan Life Sciences. 
In sicer smo vzorce nanesli na mikrotitersko ploščico Greiner 96 well, half area. V vsako 
luknjico smo prenesli 170 μL vzorca mAb. Vzorce smo vzbudili s svetlobo pri valovni 
dolžini 280 nm, intenziteto emisije pa posneli pri 350 in 330 nm. Od izmerjenih intenzitet 
fluorescenc vzorcev smo odšteli ozadje. 
 
In sicer poznamo rdeč in moder premik fluorescenčnega spektra. Za rdeči premik velja, da 
se emisijski spekter premakne proti višjim valovnim dolžinam. V naši analizi ga dobimo, ko 
se intenziteta fluorescenčnega signala pri 350 nm drastično ne spremeni, medtem, ko 
spremembo zaznamo v intenziteti fluoresciranja triptofana pri 330 nm. In sicer se le ta 
zmanjša. Naraščanje krivulje razmerja signalov F350/330 na grafu je torej posledica bolj ali 
manj konstantnega signala pri 350 nm, deljenega s padajočim signalom pri 330 nm. 
 
Obratno pride v primeru modrega premika, do premika emisijskega spektra proti nižjim 
valovnim dolžinam. In sicer se ob razvijanju protiteles, fluorescenčni signal spremeni 
močneje pri 350 nm kot pa pri 330 nm. Krivulje intenzitete fluorescence posledično 
izgledajo ravno obratno kot pri rdečem premiku. V signalu intenzivnosti fluorescence pri 
330 nm ni velike spremembe, medtem ko se le ta pri 350 nm zmanjša. Padanje krivulje 
razmerja signalov F350/330 je posledica kvocienta med linearno krivuljo signala 
fluorescence pri 330 nm s padajočim signalom pri 350 nm. 
 
3.2.4 Pogoji pri izključitveni kromatografiji (SEC) 
 
Z namenom izogiba nanašanja netopnih agregatov na SEC kolono, je bila vzorcem poleg 
vizualne ocene opalescence, predhodno izmerjena tudi optična gostota. Ko vidna svetloba 
prehaja skozi suspenzijo netopnih delcev, se svetloba razprši. Razpršenost je sicer odvisna 
od koncentracije, ter velikosti posameznega delca. Količino razpršene svetlobe merimo z 
UV-Vis spektrofotometrom.  
 
170 μL alikvota vsakega od vzorcev smo prenesli na mikrotitrsko ploščico, ter mu izmerili 
absorbanco pri 600 nm. Ozadje (pufer) je bilo odšteto od vsake meritve, zabeležene s 
spektrofotometrom. Pojav tvorbe netopnih agregatov smo zaznali z občutnim povečanjem 
absorbance analizirane raztopine vzorca. Vzorce, pri katerih je bil tak pojav opažen smo pred 
SEC analizo filtrirali preko 0,2 μm oziroma 0,45 μm filtra. 
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Kromatografska separacija je potekala na kolonah TOSOH TSKgel. Na kolone smo injicirali  
100 μL raztopine vzorca. Pretok  mobilne  faze  je  bil pri koloni TSKgel G3000SWxl 1 
mL/min, pri TSKgel G3000SW pa 0,5, ter 0,7 mL/min. Odziv na UV detektorju smo merili 
pri valovni dolžini 280 nm. 
Preglednica 5: Seznam uporabljenih SEC kolon, ter njihove karakteristike. 
 
 
Kolona 
Dolžina (mm) Radij (mm) Velikost delcev 
(μm) 
Mrtvi volumen 
kolone (mL) 
TSKgel G3000SWxl 300 7,80 5 5,7 
TSKgel G3000SW 600 7,50 10 10,6 
 
Mobilne faze so bile identične pufrom v vzorcih. Njihova sestava je navedena zgoraj 
(Preglednica 4). 
 
Analizo  podatkov  smo  izvedli  s  programsko opremo UNICORN. Količino agregatov smo 
določili kot delež celotne površine vrhov po formuli: 
% agregatov = 
𝑝𝑜𝑣𝑟š𝑖𝑛𝑎 𝑣𝑟ℎ𝑎 𝑧𝑎 𝑎𝑔𝑟𝑒𝑔𝑎𝑡 
𝑠𝑘𝑢𝑝𝑛𝑎 𝑝𝑜𝑣𝑟š𝑖𝑛𝑎 𝑣𝑠𝑒ℎ 𝑣𝑟ℎ𝑜𝑣
       … (11) 
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3.2.5 Elektroforeza 
 
Za preverjanje morebitne glikozilacije BSA, ki je bila predhodno izvedena po metodi opisani 
v članku (Ledesma-Osuna in sod., 2008), smo uporabili poliakrilamidno gelsko 
elektroforezo v prisotnosti Na-dodecil sulfata. In sicer smo elektroforezo izvedli na 
elektroforeznem sistemu Liuyi DYCZ-24DN. Za SDS-PAGE elektroforezo je potrebno 
pripraviti dva gela, in sicer ločevalni, ter koncentracijski gel. Gela se razlikujeta v gostoti, 
ter pH. Poliakrilamidna gela smo vlili v režo med dvema steklenima ploščama, dimenzij 83 
x 75 mm. Proces vlivanja gelov poteka v dveh fazah. V prvem koraku se vlije ločevalni gel, 
ki se nahaja v spodnjem delu, nato pa še koncentracijski gel, ki se nahaja v zgornjem delu 
kalupa. Širina le tega je 0,75 mm. 
 
Preglednica 6: Sestava 12 % ločevalnega gela V=10 mL: 
 
Reagent Volumen 
dH2O 4,4 mL 
0,375 M Tris-HCl (pH 8,8) 2,5 mL 
30 % Akrilamid/bisakrilamid  3 mL 
10 % (w/v) SDS 100 μL 
TEMED 15 μL 
10 % (w/v) APS 30 μL 
 
Preglednica 7: Sestava 5 % koncentracijskega gela V = 5 mL: 
 
Reagent Volumen 
dH2O 3,08 mL 
0,375 M Tris-HCl (pH 6,8) 1,25 mL 
30 % Akrilamid/bisakrilamid  625 μL 
10 % (w/v) SDS 50 μL 
TEMED 7,5 μL 
10 % (w/v) APS 15 μL 
 
V kalup smo vlili ločevalni gel. Sestava tega je opisana v zgornji preglednici. Tik pred 
vlitjem smo dodali TEMED, ter amonijev persulfat, ter tako sprožili reakcijo, ki vodi v 
strditev gela. Morebitne zračne mehurčke, ki so pri tem nastali smo odstranili tako, da smo 
plast ločitvenega gela prekrili, ter poravnali z izopropanolom. Po odstranitvi izopropanola 
smo počakali pol ure, da se je gel strdil, ter na enak način vlili še manjšo količino 
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koncetracijskega gela, v katerega smo vstavili tudi glavnik. S tem v gelu oblikujemo jamice, 
v katere bomo nanesli naše vzorce. Gel smo pustili 1 uro pri sobni temperaturi, da se je strdil. 
 
Med čakanjem, da se gel strdi, smo pripravili vzorce. V vsako jamico smo vnesli 30 μL 
vzorca. Končna masa proteina v vzorcu je bila 4 μg. 
 
Sestava vzorca: 
 
● 3 μL vzorca 
● 15 μL nanašalnega pufra 
● 12 μL dH2O 
 
Vzorce pripravljene po zgornji recepturi smo 5 min inkubirali v vreli vodni kopeli, da je 
potekla denaturacija, ter jih nanesli na gel. 
 
Preglednica 8: Sestava nanašalnega pufra 2X 
 
Reagent Volumen 
1 M Tris-HCl (pH 6,8) 2 mL 
20 % (v/v) glicerol 4 mL 
0,1 % (w/v) bromofenol modro 1 mL 
10 % (w/v) SDS 8 mL 
10 % β-Merkaptoetanol 5 mL 
 
Preglednica 9: Sestava elektroforeznega pufra 10X 
 
Reagent Količina 
248 mM Tris-HCl (pH 8,3) 30 g 
1,92 M glicin 144 g 
1 % SDS (w/v) 10 g 
dH20 Do 1 L 
 
Elektroforeza je potekala pri stalni napetosti 120 V približno dve uri in pol. 
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3.2.6 Detekcija proteinov pri SDS-PAGE 
 
Potek elektroforeze smo nadzorovali s potovanjem barvila bromofenol modro. Po zaključku 
elektroforeze smo gel odstranili iz elektroforezne plošče, ter ga prestavili v raztopino 
Comassie brilliant blue. Na ta način smo pobarvali proteine. 
 
Preglednica 10: Sestava raztopine z barvilom CBB (Comassie brilliant blue) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gel smo inkubirali v barvilu preko noči. Inkubacija je potekala ob rahlem stresanju. 
Naslednji dan smo ga razbarvali v raztopini etanola in ocetne kisline. Nevezana količina 
barvila je pri tem difundirala iz gela. 
 
Preglednica 11: Sestava raztopine za razbarvanje 
 
Reagent Volumen 
EtOH 75 mL 
100 % ocetna kislina 25 mL 
dH2O Do 250 mL 
 
Razbarvanje je potekalo približno dve uri. 
Reagent Količina 
100 % Ocetna kislina 2,5 mL 
Comassie Brilliant blue 0,25 g 
MeOH 100 mL 
dH2O Do 250 mL 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
 
4.1 ANALIZE RAZVIJANJA PROTITELES 
 
Vpliv različnih temperatur segrevanja, dolžine časa segrevanja, ter pH na denaturacijo 
oziroma razvitje mAb smo spremljali z metodo fluorescenčne spektroskopije. Meritve 
fluorescence smo opravljali pri valovnih dolžinah 330 nm in 350 nm, ter na ta način 
detektirali spremembe v intrinzični triptofanski fluorescenci v mAb. 
 
 
 
Slika 15: Graf spreminjanja razmerja F350/330 v odvisnosti od temperature segrevanja (1 h) mAb. 
 
Pri vzorcih, segrevanih eno uro pri temperaturah nad 40 °C, ter pH = 7, pride ob razvitju 3-
D strukture do rdečega premika emisijskega spektra. Rdeči premik je sicer najpogostejši 
rezultat denaturacije proteinov. In sicer triptofanski ostanki, ki so običajno pakirani v 
hidrofobno jedro, postanejo ob razvitju 3-D strukture mAb izpostavljeni hidrofilnemu 
okolju. To povzroči spremembo njihovih fluorescenčnih lastnosti, v obliki premika 
emisijskega spektra proti višjim valovnim dolžinam, čemur pravimo rdeči premik. 
 
Z uporabo prvega odvoda pretvorimo krivuljo razmerja F350/330 v obliko vrha. Maksimum 
vrha predstavlja točko prevoja krivulje razmerja, oziroma v zgornjem primeru talilno 
temperaturo proteina Tm. Le ta opisuje konformacijsko stabilnost proteina, in predstavlja 
točko, kjer je prosta energija nativnega, ter razvitega stanja enaka. Pri tej temperaturi je 
polovica protiteles zvita polovica pa razvita. 
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Slika 16: Graf prvega odvoda krivulje spreminjanja razmerja F350/330 v odvisnosti od temperature 
segrevanja (1 h) mAb. 
 
Iz grafa prvega odvoda krivulje razmerja F350/330 (slika 16) lahko razberemo talilno 
temperaturo analiziranega mAb. In sicer je Tm = 61 °C. Upoštevajoč dobljen rezultat Tm, 
bomo mAb za izvajanje nadaljnjih analiz segrevali pri 62 °C, ter na ta način poskusili 
zagotoviti, da razvitje le teh v določeni meri poteče, ter da imajo posledično na površini 
dobro izpostavljene sladkorne ostanke, ki so dostopni za vezavo s ConA. 
 
Pri podaljševanju časa gretja mAb, pri konstantnem pH = 7, ter konstantni temperaturi T = 
62 °C, pride ob razvitju prav tako do rdečega premika v emisijskem spektru intrinzične 
triptofanske fluorescence. Premik je sicer nekoliko manj izrazit kot v primeru višanja 
temperature gretja. 
 
 
 
Slika 17: Graf spreminjanja razmerja F350/330 v odvisnosti od dolžine časa segrevanja (62 °C) mAb. 
 
S pomočjo maksimuma vrha prvega odvoda določimo denaturacijski čas tm. 
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Slika 18: Graf prvega odvoda krivulje spreminjanja razmerja F350/330 v odvisnosti od dolžine časa 
segrevanja (62 °C) mAb. 
 
Upoštevajoč zgornji graf, le ta pri pH = 7, ter T = 62 °C znaša približno 60 minut. S ciljem, 
da razvijemo čim večji delež protiteles v vzorcu, ter obenem le teh ne pripeljemo do 
ireverzibilne denaturacije, bomo mAb segrevali v skladu z ugotovitvami pridobljenih 
rezultatov. In sicer, če ne bo pri sami analizi opredeljeno drugače, bo segrevanje potekalo 
60 min pri 62 °C. 
 
Z metodo fluorescenčne spektroskopije smo preučevali tudi vpliv različnih pH na 
konformacijo mAb. In sicer nas je zanimal obseg pH, pri katerih se mAb v danih pogojih 
nahajajo v razviti konformaciji. Analizirana protitelesa smo torej segrevali 60 minut pri 62 
°C v pufrih z različnimi vrednostmi pH. 
 
 
 
Slika 19: Graf spreminjanja razmerja F350/330 v odvisnosti od vrednosti pH pufra, v katerem se mAb 
nahajajo. 
 
Rezultirajoča krivulja razmerja na grafu F350/330 v odvisnosti od pH vsebuje očiten modri 
premik v alkalnem pH. Le ta je posledica pojava, ko hidrofobni ostanki denaturiranih 
skupkov proteinov obkrožijo površinsko izpostavljene triptofane. Lahko pa je tudi posledica 
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fluorescence notranjih tirozinskih ostankov (Möller in Denicola, 2002). Ker pride v našem 
primeru do modrega premika pri alkalnih pH, krepko nad 8, obstaja velika verjetnost, da je 
le ta posledica nastanka agregatov termično razvitih mAb, ki povzročijo omenjen zakop 
triptofanskih ostankov v nepolarna mikrookolja (Duy in Fitter, 2006). 
 
 
 
Slika 20: Graf prvega odvoda krivulje spreminjanja razmerja F350/330 v odvisnosti od vrednosti pH pufra, v 
katerem se mAb nahajajo. 
 
V primeru modrega premika nam točko prevoja krivulje poda minimum, ki ga krivulja 
doseže na grafu prvega odvoda krivulje razmerja. In sicer je minimum na sliki zgoraj 
dosežen okoli pH = 8,5. Glede na relativno majhne razlike med vrednostmi razmerja 
F350/F330 v pH območjih nižjih od 8,5, ter iz zgodnejših analiz, ki so potekale pri 
nevtralnem pH, lahko sklepamo, da je mAb v pH območju pod 8,5 razvit. Predvidevamo, da 
z razvitjem Fc dela izpostavimo glikane, ki se nahajajo med konstantnimi regijami težkih 
verig (CH2) in tako povečamo možnost vezave na ConA (Liu in Morrow, 2016). 
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4.2 ANALIZE TVORBE AGREGATOV PROTITELES  
 
Za analizo, ter preučevanje morebitnega nastanka agregatov mAb v vzorcu smo uporabili 
gel filtracijsko kromatografijo. 
 
 
 
Slika 21: Kromatogram vzorcev mAb z različnimi pH. Mobilna faza: Tris pufer (pH = 8-6,5); acetatni pufer 
(pH = 5,6-3,6) s pretokom f = 1 mL/min. Kolona: TSKgel G3000SWXL. Rdeča črta prikazuje čas 
injeciranja. 
 
Iz zgornjega kromatograma je razvidno, da se mAb ob odsotnosti segrevanja nahajajo v 
nativni obliki. Le ta v pufru z nevtralnim pH eluira v približno 9 minutah. Pri nižjih pH pa 
se na koloni zadrži tudi do minute dlje. 
 
Sklepajoč iz kromatograma (slika 21), vzorec mAb s koncentracijo 2 mg/mL ne vsebuje 
agregatov pri nobenem od preizkušenih pH. Ob odsotnosti segrevanja mAb, so le ti sicer 
nerazviti. To pomeni, da obstaja možnost, da na svoji površini nimajo v zadostni meri 
izpostavljenih sladkorjev, kar je predpogoj za uspešno vezavo mAb z ConA. S segrevanjem 
60 minut pri 62 °C mAb razvijemo, ter na ta način v večji meri izpostavimo sladkorje. 
Kromatogram, ki ga pridobimo (slika 22) je pri vzorcih s pufri, ki imajo pH nižji od 8 
oblikovno podoben prejšnjemu. In sicer je v vzorcih prisotna izključno nativna oblika mAb. 
Kot tudi v rezultatih prejšne analize, se retencijski časi le te daljšajo z zniževanjem pH, 
vendarle v manjši meri. Razlogov za omenjen pojav ne poznamo. 
 
Glede na rezultate analiz fluorescenčne spektroskopije (slika 20), smo sklepali, da se pri 
višjih pH, oziroma natančneje pri pH nad 8, ob segrevanju tvorijo agregati. SEC analiza 
(slika 22), obstoj agregatov pri vzorcih navedenih pH potrdi. Le ti sicer predstavljajo zelo 
majhen delež celokupnega mAb v vzorcu. 
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Slika 22: Kromatogram segrevanih (1 h, 62 °C) vzorcev mAb z različnimi pH. Mobilna faza: Tris pufer (pH 
= 8-6,5); acetatni pufer (pH = 5,6-3,6) s pretokom f = 1 mL/min. Kolona: TSKgel G3000SWXL. 
 
4.3 VEZAVA PROTITELESA NA LEKTIN 
 
V naslednjem koraku analiziramo vezavo ConA s segrevanimi, ter na ta način razvitimi mAb 
pri različnih pH.  
 
V več različnih znanstvenih člankih (Hardman in Ainsworth, 1972), je navedeno, da je ConA 
v pH nevtralnem okolju tetramer, sestavljen iz štirih enakih podenot. Pri kislem pH le ta 
disociira v dimer, medtem ko se pri alkalnih pogojih pričnejo tvoriti agregati tetramera. Meja 
pri kateri tetramer disociira v dimer je v člankih določena pri pH = 5,6, medtem, ko meja pri 
kateri se tetrameri ConA začnejo povezovati v agregate ni natančno določena (Xu in sod., 
2017). 
 
V prejšnji analizi smo ugotovili, da ob segrevanju mAb pri pH višjih od 8, v vzorcih začne 
potekati agregacija. To teoretično pomeni, da verjetnost vezave, zaradi izgube razvite oblike 
mAb, in posledično izpostavljenih glikozidnih ostankov, pade. 
 
Glede na zgoraj navedene kriterije in opažanja, vezavo torej pričakujemo predvsem pri 
termično denaturiranih mAb z pH od vključno 5,9 do vključno 7, saj so tedaj mAb v razviti 
obliki, kar smo pokazali v analizah z metodo fluorescenčne spektroskopije, ConA pa se 
nahaja v tetramerni obliki, ki velja za aktivno. Pri omenjenem obsegu pH se izognemo tudi 
možnosti tvorbe agregatov kateregakoli od analiziranih proteinov. 
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V primeru nepopolne vezave bi na kromatogramu pričakovali tri vrhove. Prvi, ki bi 
predstavljal kompleks mAb z ConA. Retencijski čas le tega bi bil vsekakor krajši od tr 
največje komponente kompleksa, saj večje molekule preidejo SEC kolono hitreje. V našem 
primeru je to mAb, kar pomeni, da bi prvi vrh moral imeti tr, ki je krajši od 9 minut. Drugi 
vrh predstavlja ostanek nevezane nativne oblike mAb, tretji pa ostanek nevezanega ConA.  
 
V primeru, da poteče popolna vezava mAb z ConA, bi bila slika kromatograma nekoliko 
drugačna. In sicer bi zaznali prvi vrh za vezan kompleks proteinov, zaznava vrhov za mAb 
ali ConA pa bi bila odvisna od presežka ene izmed komponent. V primeru, da je v vzorcu v 
presežku mAb, bi vrh le tega zaznali, medtem, ko vrha za ConA ne bi bilo, ter obratno. 
 
 
 
Slika 23: Kromatogram poskusa vezave ConA z segrevanimi (1 h, 62 °C) vzorci mAb pri različnih pH. 
Mobilna faza: Tris pufer (pH = 8-6,5); acetatni pufer (pH = 5,6-3,6) s pretokom f = 1 mL/min. Kolona: 
TSKgel G3000SWXL. 
 
Nasprotno od pričakovanj, vezava med proteinoma ne poteče pri nobenem od preizkušenih 
pH (slika 23). In sicer pri vseh vzorcih zaznamo izključno samo vrhova za nativno obliko 
mAb pri 9 min, ter ConA, pri 11,5 min. Izjema so vzorci pri alkalnih pH. Pri le teh poleg 
omenjenih vrhov, zaznamo še vrh pri 6,1 min, ki predstavlja agregate mAb. Ta vrh smo sicer 
zaznali pri taistih pH že v prejšnji analizi (Slika 22), ki je bila izvedena brez dodatka ConA. 
 
Vzrokov za neuspešno vezavo je lahko več. In sicer se težava lahko nahaja v ConA, in 
njegovi nezmožnosti vezave glikozidnih ostankov na površini mAb. Ali pa v mAb, ki bi 
kljub vsemu še vedno lahko bil nepopolno razvit, ter vseboval površinske glikozidne ostanke 
nedostopne za ConA. 
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4.4 REDUKCIJA PROTITELES Z DTT 
 
Z namenom še povečanja površinske izpostave glikozidnih ostankov, ter posledično 
izboljšanja dostopnosti le teh za ConA, bomo z redukcijo disulfidnih vezi v mAb, le te 
razcepili na lahki in težki verigi. Za ta namen bomo uporabili ditiotreitol (DTT). DTT poleg 
tega prepreči tudi tvorbo agregatov.  
 
DTT je redukcijski agens. Redukcija disulfidne vezi poteka z dvema zaporednima 
reakcijama izmenjave tiol-disulfida in je prikazana spodaj (Slika 24). Redukcija se običajno 
ne ustavi pri mešanih disulfidnih vrstah, ker ima druga tiolna skupina v DTT močno 
nagnjenost , da zapre šestčlenski obroč. Tvori se oksidiran DTT, za sabo pa pusti reducirano 
disulfidno vez. Redukcijska moč DTT je omejena na pH vrednosti nad 7, saj je reaktivna 
samo negativno nabita tiolatna skupina, medtem ko protonirana oblika tiola -SH ni. 
Vrednosti pKa tiolnih skupin sta 9,2 in 10,1. 
 
Slika 24: Mehanizem redukcije disulfida s strani DTT (Hermanson, 2013). 
 
Z dodatkom DTT bi pričakovali razpad mAb na lahki in težki verigi. In sicer bi na 
kromatogramu bili vidni trije vrhovi za mAb. Prvi vrh predstavlja nativno obliko, drugi z 
daljšim tr težki verigi, in tretji s še daljšim tr, lahko verigo. 
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Slika 25: Kromatogram vzorcev mAb pri različnih pH. Vzorcem mAb je bil dodan DTT v koncentraciji 2 
mg/mL. Mobilna faza: Tris pufer (pH = 8-6,5); acetatni pufer (pH = 5,6-3,6) s pretokom f = 1 mL/min. 
Kolona: TSKgel G3000SWXL. 
 
Na kromatogramu je sicer vidna samo nativna oblika mAb, ter oksidiran DTT (DTTox) z tr 
= 13,6 min (glej sliko 38). Le ta vrh pričakujemo, saj je signal reduktivnega delovanja DTT 
na vzorec. DTTox ima absorpcijski vrh pri približno 280 nm, medtem ko DTT svetlobo 
najmočneje absorbira pri relativno kratkih valovnih dolžinah, in sicer pri 200 nm, ki jo z 
detektorjem ne merimo (Hermanson, 2013). 
 
Odsotnost vrhov za lahko in težko verigo mAb pomeni, da do redukcije disulfidnih vezi v 
mAb ni prišlo. Glede na opažanje, da so vsi vrhovi za DTTox približno enako visoki, obstaja 
možnost, da je bilo v vzorce mAb dodanega premalo DTT, ali pa, da je bil dodan DTT v 
celoti oksidiran, ter naposled brez večjega vpliva na disulfidne vezi. Lahko pa, da do popolne 
redukcije disulfidnih vezi ne pride zaradi tega, ker so te zakopane v notranjost proteina, ter 
je mAb potrebno segrevati, da se le te ob razvitju proteina pomaknejo proti površini, ter 
posledično postanejo dostopne molekulam DTT.  
 
4.4.1 Vpliv različnih koncentracij DTT 
 
V vseh nadaljnjih analizah bomo mAb segrevali z namenom popolnega razvitja le teh. 
Obenem pa bomo v naslednji analizi preizkusili vpliv različnih koncentracij DTT na 
uspešnost redukcije disulfidnih vezi, ter posledično razvitje mAb na lahki in težki verigi. 
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Slika 26: Kromatogram segrevanih (1 h, 62 °C) vzorcev mAb pri različnih koncentracijah dodanega DTT. 
Mobilna faza: Tris pufer (pH = 7) s pretokom f = 1 mL/min. Kolona: TSKgel G3000SWXL. 
DTT[0,1mg/mL] = cDTT0,1; DTT[0,5mg/mL] = cDTT0,5; DTT[1mg/mL] = cDTT1; DTT[2mg/mL] = 
cDTT2; DTT[4mg/mL] = cDTT4. 
 
Sklepajoč po zgornjem kromatogramu, pri nobeni od preizkušenih koncentracij DTT ne 
pride do razcepa mAb na težko in lahko verigo. 
 
Opazimo izrazit pojav agregatov z retencijskim časom 6 minut. Agregate z enakim tr je bilo 
moč zaznati že pri analizi segrevanja mAb brez dodatka DTT (slika 22), vendarle je bil pojav 
le teh omejen na vzorce mAb v pufrih z pH = 8 in višje, bili pa so tudi opaženi v manjšem 
merilu. Poleg tega, zaznamo trend višanja agregatov z višanjem koncentracije DTT. In sicer 
je delež agregatov pri cDTT0,1 20 %, z višanjem koncentracije pa se postopoma viša, ter 
doseže 96 % pri cDTT4. Delež nativne oblike mAb se ob višanju koncentracije DTT 
nasprotno niža. Pri cDTT0,1 se 80 % mAb nahaja v nativni obliki, z višanjem koncentracije 
DTT le ta pada in doseže 4 % pri cDTT4. 
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Slika 27: Graf spreminjanja deležev nativne oblike in agregatov v segrevanih (1 h, 62 °C) vzorcih mAb pri 
različnih koncentracijah dodanega DTT[0,1 mg/mL - 4 mg/mL]. 
 
V primeru nezadostne količine dodanega DTT, pričakujemo na kromatogramu ob višanju 
dodane koncentracije DTT, linearno naraščanje signala (višine in površine vrhov) za 
oksidiran DTT. Le to bi pomenilo, da se celotni dodan DTT oksidira ob sočasni redukciji 
disulfidnih vezi v proteinu. Tak vzorec naraščanja signala, bi pričakovali predvsem pri nižjih 
koncentracijah dodanega DTT, saj je pri le teh verjetnost nasičenja vzorca z DTT manjša. 
Morebitni doseg platoja signalizira nasičenje vzorca mAb z DTT. In sicer je plato dosežen, 
ko DTT reducira vse njemu dostopne disulfidne vezi. Ko teh zmanjka se DTT ne oksidira, 
kljub večanju koncentracije le tega, Posledično količina DTTox, ki ga zaznamo z UV 
detektorjem pri valovni dolžini 280 nm, v vzorcu ostane nespremenjena. 
 
 
Slika 28: Graf signalov za DTTox v segrevanih (1 h, 62 °C) vzorcih mAb pri različnih koncentracijah 
dodanega DTT[0,1 mg/mL - 4 mg/mL]. Od višine signalov je odšteta bazna linija. 
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Zgornji graf (slika 28) ne potrdi linearnega naraščanja signala DTTox ob višanju dodane 
koncentracije DTT, potrdi pa doseg platoja le tega. In sicer je plato dosežen pri cDTT2. 
Glede na rezultat te analize, bomo v nadaljnjih analizah v vzorce dodajali DTT v 
koncentraciji 2 mg/mL. Ker je maksimalni signal za DTTox pri tej koncentraciji že dosežen, 
dodatek višjih koncentracij ni smiseln, z dodatkom nižjih koncentracij pa teoretično ne 
zagotovimo polnega učinka, ki ga dodan DTT na vzorec mAb ima. Upoštevajoč, da DTT 
reagira z nativno obliko mAb, je doseg platoja signala za DTTox, in posledično njegove 
aktivnosti najverjetneje povezan z izgubo količine nativne oblike mAb v vzorcu. In sicer v 
naši analizi, ob segrevanju pri cDTT2, delež nativne oblike mAb v vzorcu predstavlja 16 %, 
pri cDTT4, pa le ta kljub enakemu oziroma celo nekoliko nižjem signalu za oxDTT, pade na 
4 %. 
 
Naraščajoči delež agregatov ob večanju koncentracije DTT, ter odsotnost razcepa mAb na 
težki in lahki verigi, bi lahko bil posledica oksidativnega učinka dodatka DTT na mAb. 
Kromatogram (slika 25), je rezultat analize vzorca mAb z dodatkom DTT (c = 2 mg/mL) v 
odsotnosti gretja. V omenjeni analizi ni bilo zaznanega nobenega učinka DTT na nativno 
obliko mAb, iz česar bi lahko sklepali, da morebitno oksidacijo le te s strani DTT 
najverjetneje sproži povišana temperatura pri gretju vzorca. 
 
Znano je, da kisik čez čas oksidira DTT, ki postane oksidant, ter lahko učinkuje na protein 
nasprotno od njegove prvotne funkcije (Burgess in Deutscher, 2009). 
 
Oksidacija DTT generira proste radikale, ki lahko povzročijo kovalentne modifikacije 
aminokislinskih ostankov v proteinski verigi, ter na ta način poškodujejo proteine. Za 
oksidacijo so dovzetne številne aminokisline, zlasti metionin, cistein, histidin, tirozin, 
triptofan in fenilalanin (Davies, 2016). 
 
Študije so pokazale, da kovinsko katalizirana oksidacija histidinskih, ter metioninskih 
ostankov povzroča agregacijo in precipitacijo humanega relaksina. Na dovzetnost 
aminokislin za oksidacijo je vplivala predvsem lokacija le teh v strukturi proteina. V 
primeru, ko so se te nahajale v jedru proteina, je bila dovzetnost za oksidacijo manjša, kot 
pa, ko so bile aminokisline izpostavljene na površini le tega (Li in sod., 1995). 
 
Imunoglobulini G (IgG), med katere spada tudi mAb, ki ga uporabljamo v naših analizah, 
so prav tako dovzetni za oksidacijo metioninskih in cisteinskih ostankov. In sicer so 
površinsko izpostavljeni metioninski ostanki prisotni v Fc regiji, medtem, ko se cisteinski 
ostanki nahajajo v variabilni regiji IgG (Berrill in sod., 2011). 
 
Graf signalov DTTox (Slika 28) te razlage rezultatov sicer ne podpira, saj se ob dodatku 
nižjih koncentracij DTT, krivulja DTTox strmo vzpenja, ob dodatku visokih c[DTT] pa 
signal DTTox stagnira.  
  
V trenutni analizi smo pri danih pogojih preverili tudi morebitno tvorbo povezave med mAb 
in ConA. 
 
Pri vzorcih mAb z dodatkom DTT v koncentracijah 2 mg/mL in 4 mg/mL, se po dodatku 
ConA pojavi oborina mlečno bele barve, z močno povišano optično gostoto 600 nm. Vzorca 
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smo zatorej pred nanosom na kolono filtrirali skozi filter z velikostjo por 0.2 µm. Glede na 
dobljeni kromatogram (slika 26) se na filtru zaustavi večina agregatov z retencijskim časom 
pri 6 minutah.  
 
 
 
Slika 29: Graf spreminjanja deležev nativne oblike in agregatov v segrevanih (1 h, 62 °C) vzorcih mAb pri 
različnih koncentracijah dodanega DTT[0,1 mg/mL - 4 mg/mL] ob dodatku ConA. 
 
Kot je razvidno iz zgornjega grafa (slika 29) količina ostalega mAb (seštevek površin vrhov 
agregatov ter nativne oblike), ki preide filter v vzorcu po filtraciji znaša 12 % pri cDTT2, ter 
11 % pri cDTT4. Od tega v obeh primerih 4 % predstavlja nativna oblika mAb, ki je sicer 
pri visokih koncentracijah DTT, že pred filtracijo večinoma prešla v agregate. 8 %, oziroma 
7 % pa predstavljajo agregati, ki jih filter ni zaustavil. 
 
Splošen trend naraščanja in zmanjševanja površin vrhov pri različnih oblikah mAb, ter 
koncentracijah DTT v katerih se mAb nahaja, ob prisotnosti ConA v vzorcu ostaja enak kot 
v vzorcih brez dodatka ConA (slika 26). Razliko sicer zaznamo v dovzetnosti mAb za tvorbo 
agregatov pri 6 minutah. In sicer so le ti ob dodanem ConA v vzorcu, bolj dovzetni za tvorbo 
agregatov, saj se ti tvorijo v večji meri že pri nižjih koncentracijah DTT. 
 
Vezava mAb s ConA sicer ne poteče, saj na kromatogramu ni vidnega novega vrha, ki bi se 
moral izrisati pred vrhom, ki predstavlja nativno obliko mAb. Prav tako ne zaznamo 
spremembe koncentracije ConA v filtriranih vzorcih v primerjavi z nefiltriranimi (slika 30). 
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Slika 30: Graf spreminjanja površine vrhov ConA, ter mAb v segrevanih (1 h, 62 °C) vzorcih mAb pri 
različnih koncentracijah dodanega DTT[0,1 mg/mL - 4 mg/mL]. 
 
Vsi analizirani vzorci so bili pripravljeni v razmerju mAb:ConA = 1:1. Absolutna površina 
ConA se tudi v vzorcih, ki so filtrirani ne zmanjša, iz česar lahko zaključimo, da odfiltrirani 
agregati ne vsebujejo ConA, temveč so sestavljeni izključno iz mAb. Torej glede na zgornji 
graf, segrevanje in dodatek DTT pri katerikoli koncentraciji nima nobenega vpliva na ConA 
v smislu tvorbe agregatov oziroma razpada proteina. 
 
Povečana tendenca tvorbe agregatov, ter precipitacija mAb ob dodatku ConA v vzorec, bi  
lahko bila posledica kovinsko katalizirane oksidacije tiolnih reducentov, med katere spada 
tudi DTT. In sicer se le ti hitro oksidirajo v prisotnosti nekaterih tranzicijskih kovin. Ena 
izmed kovin, ki katalizirajo oksidacijo DTT je mangan, ki je kot kofaktor bistven za 
ohranjanje biološke aktivnosti ConA, ter je dodan k liofiliziranemu prahu le tega s strani 
proizvajalca reagenta. (Medicago, 2018). Po kovinsko katalizirani oksidaciji, bi se delež 
DTTox v vzorcu lahko še povečal, kar bi posledično lahko še ojačalo oksidativni vpliv 
DTTox na mAb in s tem povečano tvorbo agregatov le tega. 
 
 
 
Slika 31: Graf signala za DTTox v segrevanih (1 h, 62 °C) vzorcih mAb pri različnih koncentracijah 
dodanega DTT, brez/ z dodanim ConA[1 mg/mL]. 
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Iz zgornjega grafa (slika 31) je razvidno, da bi za povečano tvorbo agregatov lahko bila 
odgovorna kovinsko katalizirana oksidacija tiolnih reducentov. Signal za DTTox je pri 
dodanih koncentracijah DTT, ki so višje od 0,5 mg/mL, ob prisotnosti ConA izrazito višji. 
Pri zelo nizkih koncentracijah DTT, vpliv mangana na signal DTTox v vzorcih s ConA v tej 
analizi, ni izražen. In sicer na omenjenem grafu dodatek 0,1 mg/mL DTT v vzorec mAb, ki 
ne vsebuje ConA, rezultira v močnejšem signalu za DTTox kot pri vzorcu, ki le tega vsebuje. 
 
4.4.2 Vpliv dolžine časa segrevanja mAb na DTT 
 
Preučili smo tudi vpliv dolžine segrevanja mAb na DTT pri pH = 7, in njegovo sposobnost 
razcepa mAb na lahki in težki verigi. In sicer smo mAb segrevali z dodanim DTT v 
koncentraciji 2 mg/mL, 15, 30, 45, 60 in 90 minut. 
 
 
 
Slika 32: Kromatogram različno dolgo (15 - 90 min) segrevanih (62 °C) vzorcev mAb z dodanim DTT[2 
mg/mL]. Mobilna faza: Tris pufer (pH = 7) s pretokom f = 1 mL/min. Kolona: TSKgel G3000SWXL. 
 
Dobljeni kromatogram je po številu in obliki vrhov, ter razmerju med njimi skoraj identičen 
kromatogramu prejšnje analize (slika 26). In sicer kromatogram vzorca z časom segrevanja 
t = 15 min, t15 sovpada z vzorcem cDTT0,1; vzorec t30 z vzorcem cDTT0,5; vzorec t45 z 
vzorcem cDTT1, vzorec t60 z vzorcem cDTT2 in vzorec t90 z vzorcem cDTT4. Kromatogram 
naposled tako kot tudi pri prejšnji analizi nakazuje na odsotnost razcepa mAb pri vseh 
testiranih vzorcih. 
 
Splošen trend spreminjanja deležev agregatov ter nativne oblike je med analizama zelo 
podoben. In sicer pri vzorcu t15 agregati predstavljajo 31 % celotnega mAb, medtem, ko se 
v nativni obliki nahaja 69 % le tega. Pri vzorcu t30 delež agregatov mAb naraste, ter ti 
predstavljajo 66 % celotnega mAb v vzorcu. Ob nadaljnjem podaljševanju časa gretja, delež 
agregatov postopoma še naprej narašča, ter doseže 96 % v vzorcu segrevanem 90 minut. Ob 
tem delež nativne oblike posledično pada, ter doseže minimum pri 4 % v vzorcu t90. 
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Slika 33: Graf spreminjanja deležev nativne oblike in agregatov v različno dolgo (15 - 90 min) segrevanih 
(62 °C) vzorcih mAb z dodanim DTT[2 mg/mL]. 
 
Sodeč po kromatogramu (slika 25), kjer dodatek DTT ob odsotnosti gretja učinka na mAb 
ni imel, ter prejšnji analizi (slika 26), kjer je učinek DTT na mAb jasno izražen pri vseh 
testiranih vzorcih, lahko sklepamo, da bi učinek le tega na mAb lahko sprožila povišana 
temperatura. 
 
Ob predpostavki, da pride do uspešne in popolne redukcije disulfidnih vezi z DTT, tako kot 
v predhodni analizi (slika 28), tudi tukaj pričakujemo naraščanje signala DTTox, ter doseg 
platoja le tega, ki signalizira nasičenost vzorca mAb z DTT.  
 
 
 
Slika 34: Graf signalov za DTTox v različno dolgo (15 - 90 min) segrevanih (62 °C) vzorcih mAb z dodanim 
DTT[2 mg/mL]. Od višine signalov je odšteta bazna linija. 
 
Graf zgoraj potrdi naraščanje signala DTTox, ob podaljševanju gretja. Kljub temu, do 
redukcije disulfidnih vezi v mAb najverjetneje ne pride. In sicer na to močno nakazuje 
napredujoča izguba nativne oblike mAb ob daljšanju gretja, ter odsotnost razpada le te na 
težki in lahki verigi pri vseh testiranih vzorcih. 
 
51 
Kosmač G. Ločevanje izooblik monoklonskih protiteles z lektini.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019  
  
   
 
 
Poleg tega bi lahko bila izjemna podobnost v obliki vrhov in razmerij med njimi, v 
kromatogramih (slika 26, slika 32) tudi posledica istega učinka DTT, katerega vpliv na mAb 
lahko ojačamo bodisi z povečevanjem koncentracije DTT v vzorcu, ali pa z podaljševanjem 
časa gretja vzorca. 
 
Kot potencialen vzrok omenjene izgube nativne oblike, smo pri prejšnji analizi (slika 26) 
sicer navedli oksidacijo disulfidnih vezi v mAb s strani predhodno oksidiranega DTT. 
 
Hipotezo, da gre pri obeh analizah za isti učinek DTT na mAb, podpira tudi podrobnejša 
primerjava grafov signalov DTTox obeh analiz. In sicer je moč opaziti skupen trend. V obeh 
analizah delež nativne oblike najnižjo vrednost doseže pri 4 %. To se zgodi pri vzorcih 
cDTT4 in t90. Ob tem se signal za DTTox pri obeh vzorcih nahaja na najvišji ravni. Le ta pri 
cDTT4 znaša 17,88 mAU*min, pri t90 pa 15,38 mAU*min. 
 
Za razliko od prej, kjer je najvišji signal za DTTox dosežen že pri vzorcu cDTT2, ter na tej 
točki dosežemo tudi plato, le tega pri trenutni analizi ne dosežemo. 
 
Plato pri analizi cDTT (slika 28) je verjetno posledica napake. Na to nakazuje opažanje pri 
analizi vzorca cDTT2. In sicer pri analizi vzorca t60, ki je identičen vzorcu cDTT2 dosežemo 
nekoliko manjši signal DTTox, v primerjavi z zadnjim. V obeh vzorcih se sicer nahaja mAb, 
z DTT[2 mg/mL], ki ga segrevamo 60 minut. Površina vrha DTTox pri vzorcu t60 znaša 
12,17 mAU*min, pri cDTT2 pa 17,71 mAU*min. Kljub manjši površini vrha za DTTox pri 
vzorcu t60, kot pri vzorcu cDTT2, je vendarle delež agregatov v njem večji. In sicer le ta pri 
t60 doseže 89 %, pri cDTT2 pa 84 %.  
 
Pri poskusu vezave mAb s ConA zopet opazimo pojav oborine mlečno bele barve. Le ta se 
tvori ob dodatku 2 mg/ml DTT v vzorce t60 in t90. Vzorca zatorej pred izvedbo 
kromatografije filtriramo. 
 
 
 
Slika 35: Graf spreminjanja deležev nativne oblike in agregatov v različno dolgo (15 - 90 min) segrevanih 
(62 °C) vzorcih mAb z dodanim DTT[2 mg/mL], ob dodatku ConA. 
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Analiza vrhov (slika 35) pokaže, da se na filtru zaustavi, pri t60 62 %, pri t90 pa 71 % 
celotnega mAb. Omeniti je sicer potrebno, da smo pri trenutni analizi uporabili filter z 
večjimi porami (0,45 µm), kot v prejšnjem primeru, kjer je filter zaustavil 88 %, oziroma 89 
% mAb. Količina ostalega mAb v vzorcu, ki preide filter naposled znaša 38 % pri t60, ter 29 
% pri t90. Od tega pri t60 31 %, pri t90 pa 26 % predstavljajo agregati, medtem, ko nativna 
oblika zavzema 7 % oziroma 3 %. 
 
Dodatek ConA k vzorcu torej ne spremeni splošnega trenda višanja in nižanja vrhov, ki ga 
opazimo ob daljšanju časa gretja pri vzorcih mAb samih. Močno pa se ob dodatku ConA 
poveča nagnjenost mAb k tvorbi agregatov. Ta pojav smo opazili že pri analizi vpliva 
koncentracij DTT (slika 26), kjer smo si to razložili kot vpliv kovinskih ionov v reagentu 
ConA. 
 
Tudi v trenutni analizi ni moč zaznati vezave mAb na ConA. Poleg odsotnega dodatnega 
vrha na kromatogramu, to potrjuje tudi spodnji graf (Slika 36), ki nakazuje, da je nastala 
oborina v celoti sestavljena iz agregatov mAb. 
 
 
 
Slika 36: Graf spreminjanja površin vrhov ConA in mAb v različno dolgo (15 - 90 min) segrevanih (62 °C) 
vzorcih mAb z dodanim DTT[2 mg/mL]. 
 
Iz spodnjega grafa (slika 37) je razvidno, da bi za povečano tvorbo agregatov lahko bila 
odgovorna kovinsko katalizirana oksidacija tiolnih reducentov, kar je tudi v skladu s 
hipotezo. In sicer je signal za DTTox ob prisotnosti ConA pri vsakem od testiranih vzorcev 
občutno višji kot pa v vzorcih v katerih je ConA odsoten. 
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Slika 37: Graf signala za DTTox v različno dolgo (15 - 90 min) segrevanih (62 °C) vzorcih mAb z dodanim 
DTT[2 mg/mL], brez/ z dodanim ConA[1 mg/mL]. 
 
4.4.3 Detekcija reagenta DTT pri 280 nm 
 
Reagent DTT, za katerega sumimo, da je predhodno oksidiran, smo preverili z analizo 
sledečih vzorcev pri pH = 7. Pripravili smo vzorec, ki vsebuje vodno raztopino DTT. In sicer 
smo v 1 mL ddH20 dodali 1 mg reagenta DTT. V drugi vzorec, ki je služil kot pozitivna 
kontrola smo identično pripravljeni raztopini DTT dodali še 2 mg mAb, s končno 
koncentracijo 2 mg/mL v vzorcu. Kot negativna kontrola nam je služil vzorec vodne 
raztopine mAb s koncentracijo 2 mg/mL brez dodanega DTT. Brez predhodnega segrevanja 
smo sveže pripravljene vzorce nanesli na kolono, ter jim izmerili absorbanco pri 280 nm. 
 
V primeru neoksidiranega reagenta DTT pričakujemo naslednje rezultate. Na kromatogramu 
vzorca brez mAb, vrha pri 13,6 minutah ne pričakujemo, saj se ob odsotnosti disulfidnih 
vezi DTT ne bo oksidiral, 6-členski obroč pa posledično ne nastane. Le ta namreč absorbira 
svetlobo pri valovni dolžini 280 nm, ki jo merimo. 
 
Pri vzorcu, v katerem je prisoten mAb, ter služi kot pozitivna kontrola,  pričakujemo dva 
vrhova. In sicer za mAb pri 9,3 min, ter 13,4 min za DTTox. Agregatov nativne oblike ne 
pričakujemo, saj je glede na opravljene analize za indukcijo nastanka le teh potrebno 
segrevanje vzorca. 
 
Pri vzorcu mAb, brez dodanega DTT, ki predstavlja negativno kontrolo pričakujemo samo 
vrh za nativno obliko pri 9,4 min. 
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Slika 38: Kromatogram detekcije reagenta DTT pri 280 nm. Mobilna faza: Tris pufer (pH = 7) s pretokom f = 
1 mL/min. Kolona: TSKgel G3000SWXL. 
 
Rezultata kromatogramov pozitivne, ter negativne kontrole sta v skladu s pričakovanji. Na 
kromatogramu (slika 38) se pri vzorcu, v katerem je prisotna samo vodna raztopina DTT, 
pri 13,4 min izriše vrh. Le ta kaže na prisotnost oksidirane oblike DTT v vzorcu, ki je 
najverjetneje posledica neustreznega reagenta DTT. In sicer je ta močno podvržen oksidaciji 
s strani kisika.  
 
Predhodna oksidacija reagenta DTT bi lahko pojasnila tudi splošno odsotnost razcepa mAb 
na lahki in težki verigi v opravljenih analizah, ter tvorbo agregatov nativne oblike pri 
segrevanju protiteles. 
 
Kljub neuspelemu razcepu mAb na lahki in težki verigi, ter naposled zagotovljeni popolni 
izpostavitvi glikozidov na površju mAb, pa bi lahko bil vzrok neuspele povezave med ConA 
in mAb tudi neodvisen od mAb. In sicer upoštevajoč rezultate analiz termičnega razvijanja 
mAb, ki so pokazali da je mAb pri segrevanju pri 62 °C pri pH nižjih od 8 razvit, je verjetnost 
pravzaprav večja, da vzrok neuspeha vezave leži v ConA. 
 
4.5 VEZAVA GLIKOZILIRANEGA ALBUMINA NA LEKTIN 
 
V naslednjih analizah smo na ConA poskusili vezati glikoziliran goveji serumski albumin, 
ki je bil pripravljen po postopku opisanem v članku (Ledesma-Osuna in sod., 2008). 
Najprej smo preverili uspešnost postopka glikozilacije govejega serumskega albumina 
(BSA) z SDS-PAGE elektroforezo. Spodnji rezultati prikazujejo potovanja vzorcev 
neglikoziliranega, ter glikoziliranih BSA v SDS-PAGE gelu. Razpored nanešenih vzorcev 
na gel je naveden v spodnji preglednici. 
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Preglednica 12: Razpored nanosa vzorcev ki vsebujejo glikoziliran BSA (BSA-glu), oziroma galaktoziliran 
BSA (BSA-gal) na elektroforezni gel. 
 
pas 1 2 3 4 5 6 
 BSA BSA-glu BSA-glu BSA-glu BSA-gal BSA-gal 
 
 
 
Slika 39: Slika prikazuje fotografijo potovanja vzorcev na SDS-PAGE elektroforeznem gelu. 
 
Na sliki gela je vidno, da neglikoziliran BSA potuje hitreje, ter v gelu v enakem časovnem 
obdobju opravi daljšo pot. To je posledica dejstva, da imajo glikozilirani BSA zaradi 
prisotnosti sladkorjev na svoji površini, nekoliko višjo molekulsko maso v primerjavi z 
neglikoziliranimi, kar upočasnjuje njihovo gibanje skozi porozni gel.  
Iz rezultata elektroforeze lahko torej sklepamo, da je bila glikozilacija BSA uspešna, ter, da 
so analizirani vzorci primerni za nadaljno uporabo. V naslednjem koraku bomo poskusili 
povezati glikoziliran BSA z ConA. 
 
 
 
Slika 40: Kromatogram poskusa vezave ConA z glikoziliranim BSA. Mobilna faza: Tris pufer (pH = 7) s 
pretokom f = 0,7 mL/min. Kolona: TSKgel G3000SW. 
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Sklepajoč po kromatogramu (slika 40), vezava med ConA, ter z galaktozo glikoziliranim 
BSA ne poteče. Razlog za neuspešno vezavo bi lahko bila, neprimerna glikozilacija, oziroma 
premalo le te na BSA ali pa nezmožnost vezave glikozidnih ostankov s strani ConA. V 
naslednji analizi bomo torej sposobnost vezave ConA preverili še na nekoliko večji 
molekuli, ki že sama po sebi vsebuje ustrezne glikozidne ostanke. 
 
4.6 VEZAVA DEKSTRANA NA LEKTIN  
 
In sicer poskusimo ConA vezati z molekulami dekstrana. Dekstran je kompleksen razvejan 
glukan. Med glukane uvrščamo polisaharide, ki nastanejo s kondenzacijo glukoz. Glavna 
veriga polimera je torej sestavljena iz glukoznih monomerov, ki so med sabo povezani z 
alfa-1,6- glikozidnimi vezmi. Stranske veje vsebujejo alfa-1,3-vezi. 
 
ConA se z vodikovimi vezmi specifično veže na hidroksilne skupine vezane na 3,4 in 5 C 
atomu v piranozilnem obroču alfa manozilnih, alfa glikozidnih, ter alfa-
acetilglukazominskih skupin, ki delujejo kot nereducirajoči konci mono in polisaharidov 
(Hoang in sod., 2019). V primeru uspešne vezave se torej ConA veže na alfa glikozilno 
skupino dekstrana. 
 
 
Slika 41: Kromatogram poskusa vezave ConA z dekstranom. Mobilna faza: Tris pufer (pH = 7) s pretokom f 
= 0,5 mL/min. Kolona: TSKgel G3000SW. 
 
Glede na dobljen kromatogram, do vezave v vzorcu ne pride. In sicer, bi v primeru uspešne 
vezave dekstrana na ConA pričakovali, da se vrh kompleksa izriše pri občutno krajšem 
retencijskemu času, od tr vrha za sam ConA. Vrh za dekstran je sicer odsoten, saj le ta 
absorbira svetlobo nižjih valovnih dolžin od merjene. Iz analize lahko naposled zaključimo, 
da v analizi uporabljen ConA, v danih pogojih verjetno nima aktivnosti vezave glikozidov. 
 
To bi lahko bila posledica odsotnost tetramerne oblike ConA, ki omogoča vezavno aktivnost 
ConA. Sicer je sposobna vezave tudi dimerna oblika, vendar v veliko manjši meri. 
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4.7 DOLOČANJE MOLSKE MASE LEKTINA Z METODO SEC 
 
Da bi preverili, kako različni pH vplivajo na ConA, ter njegov prehod iz dimera v aktivni 
tetramer, smo analizirali vzorce, ki so vsebovali ConA v pufrih različnih pH. V člankih je 
navedeno, da se pri nižjih pH (4,5 - 5,5) ConA nahaja v dimerni obliki, pri pH nad 5,6 pa 
prevzame obliko tetramera (Hardman in Ainsworth, 1972). 
 
Glede na zgoraj navedene pogoje, smo analizirali več vzorcev ConA v pufrih z različnimi 
pH, pri katerih naj bi se po trditvah avtorjev člankov protein nahajal v tetramerni obliki. Na 
ta način smo preizkusili ali razpon pH pri katerih ConA ne disociira v dimer v našem primeru 
resnično drži.  
 
Pri vseh testiranih vzorcih pričakujemo kromatogram z enojnim vrhom pri 11,4 min. Le to 
je vrh, ki smo ga zaznali pri vseh predhodnih analizah vezave ConA z mAb pri nevtralnih 
pH in verjetno predstavlja tetramerno obliko. 
 
 
Slika 42: Kromatogram vzorcev ConA pri različnih pH. Mobilna faza: Tris pufer (pH = 9 - 6,5); acetatni 
pufer (pH = 6 - 5,6) s pretokom f = 1 mL/min. Kolona: TSKgel G3000SWXL. 
 
Na rezultirajočem kromatogramu (slika 42), kot predvideno vsi vzorci vsebujejo vrh pri 11,4 
min, ki naj bi teoretično predstavljal tetramerno obliko. Poleg tega se pri višjih pH 
pričakovano začnejo tvoriti agregati z tr = 6,3. Analiza sicer pokaže, da v preizkušenem 
obsegu pH, do tranzicij med oblikami ConA ne prihaja. 
 
Poleg ločitve proteinskih zmesi, gelska filtracijska kromatografija omogoča tudi določitev 
molekulske mase neznanega globularnega proteina. In sicer za podrobnejšo karakterizacijo 
vrha pri 11,4 min, bomo pri nevtralnem pH poleg ConA na taisto SEC kolono nanesli še 
vzorce nekaterih proteinov z znano molekulsko maso. S pomočjo le teh bomo ConA v vzorcu 
določili približno molekulsko maso, ter posledično tudi obliko v kateri se v raztopini nahaja. 
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In sicer za določanje molekulske mase ConA v vzorcu pri pH = 7, smo na SEC kolono pri 
enakih pogojih nanesli še mAb z molekulsko maso MM = 150 kDa, hrenovo peroksidazo z 
MM = 40 kDa, tripsinski inhibitor z MM = 20,1 kDa, ter vzorec lizocima z MM = 14,4 kDa. 
 
Znotraj omejenega območja velikosti globularnih proteinov, obstaja med retencijskimi časi 
tr, ter logaritmi molekulskih mas (logMM) le teh, linearna povezava. 
 
Narišemo graf tr v odvisnosti od logaritma molekulskih mas proteinov. Le ta predstavlja 
kalibracijsko krivuljo za kolono. Linearnost razmerja preverimo z kvadratom Pearsonovega 
koeficienta R2. Ta pri popolni funkcijski linearni povezavi znaša 1. 
 
 
 
Slika 43: Graf kalibracijske krivulje (R2 = 0,959) za kolono TSKgel G3000SWXL. Mobilna faza: Tris pufer 
(pH = 7) s pretokom f = 1 mL/min. SEC kolona: TSKgel G3000SWXL. 
 
V primeru, da gre za obliko tetramera, znaša molekulska masa ConA 106 kDa, ter je večja 
od drugih analiziranih proteinov z izjemo mAb. Ker večje molekule SEC kolono preidejo 
hitreje, predvidevamo, da bo ConA prešel kolono z drugim najkrajšim retencijskim časom.  
 
Iz grafa razberemo vrednost logMM za ConA, katerega tr znaša 11,5 min. Dobimo, da je 
LogMM(ConA) = 4,43, iz česar sledi, da približna molekulska teža ConA znaša 26,9 kDa. 
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Le ta ConA po velikosti uvršča med hrenovo peroksidazo z MM = 40 kDa, ter tripsinski 
inhibitor z MM = 20,1 kDa. Glede na dobljen rezultat, se ConA v analiziranem vzorcu 
najverjetneje nahaja v monomerni obliki, katere dejanska molekulska teža znaša 26,5 kDa. 
 
Monomerna oblika ni aktivna oblika, ter ne omogoča vezave na glikozidne ostanke. To 
pojasni odsotnost vezave ConA z mAb, ter z BSA v vzorcih preteklih analiz. Dobljen rezultat 
tudi vnovič potrdi odsotnost tranzicije iz monomerne v dimerno obliko ConA, do katere bi 
teoretično moralo priti že med vzorcema z pH = 3,6, ter pH = 5, pri analizi poskusa vezave 
segrevanih mAb z ConA pri različnih pH (slika 23). 
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5 SKLEPI        
 
V nalogi smo preučevali vezavo mAb na lektin v raztopini. V prvem koraku smo določili 
pogoje, pri katerih je mAb razvit, ter ima posledično dobro izpostavljene glikozidne ostanke.  
In sicer smo z metodo fluorescenčne spektroskopije določili, da talilna temperatura (Tm) 
analiziranega mAb znaša 61 °C, denaturacijski čas (tm) pa približno 60 minut. Pri alkalnih 
pH nad 8 začnejo mAb agregirati. Delovni hipotezi, ki se nanašata izključno na mAb smo 
torej potrdili. Z upoštevanjem rezultatov fluorescenčne spektroskopije smo v nadaljnjih 
analizah poskusili zagotoviti, da so glikozidni ostanki na mAb dostopni ConA.  
 
Podrobneje smo nastanek agregatov, ter povezavo med mAb in ConA analizirali z 
izključitveno (SEC) kromatografijo. Ta potrdi nastanek agregatov mAb pri segrevanju le teh 
pri visokih pH, vendarle v obsegu, ki najverjetneje ne vpliva na učinkovitost vezave s ConA. 
Nasprotno od pričakovanj in tudi navedb v literaturi, v našem primeru vezava med 
proteinoma ni potekla pri nobenem od preizkušenih pH, čeprav je bil mAb predhodno 
obdelan na način, da je prevzel razvito strukturo, z izpostavljenimi glikozidnimi ostanki. 
Torej je v našem primeru delovna hipoteza, ki pravi, da pri nevtralnem pH pride do vezave 
med ConA in mAb, ovržena. 
  
Z namenom, da zagotovimo popolno izpostavljenost glikozidnih ostankov, smo mAb 
poskusili z uporabo reducenta DTT, razcepiti na lahki in težki verigi. Do redukcije 
disulfidnih vezi, ter posledično razcepitve verig ni prišlo.  
 
Izjemna podobnost v obliki vrhov in razmerij med njimi pri analizah (slika 26 in slika 32) je 
najverjetneje posledica istega učinka DTT na mAb. Učinek ojačamo bodisi z povečanjem 
koncentracije DTT v vzorcu mAb ali pa z podaljševanjem časa gretja vzorca. Sklepamo, da 
bi lahko bil vzrok tvorbe agregatov, izgube nativne oblike, ter odsotnosti razcepitve mAb, 
oksidativni učinek DTT na mAb.  Možno bi bilo, da le tega sproži povišana temperatura pri 
segrevanju vzorca. Signal za DTTox je ob prisotnosti ConA pri vsakem od testiranih vzorcev 
občutno višji kot pa pri vzorcih brez dodanega ConA. To opažanje bi lahko pripisali 
kovinsko katalizirani oksidaciji tiolnih reducentov, med katere spada tudi DTT. Sklepamo, 
da reakcijo katalizira mangan, ki je dodan liofiliziranemu prahu ConA s strani proizvajalca. 
Z analizo reagenta DTT, smo naknadno pokazali, da se ta verjetno že v osnovi nahaja v 
oksidiranem stanju, ter je naposled neprimeren za uporabo v izvedenih analizah. 
  
Po neuspešni vezavi mAb na ConA smo le tega poskušali vezati na molekule, ki že same po 
sebi vsebujejo dostopne, ter ustrezne glikozidne ostanke. Tudi v tem primeru vezava ConA 
na dekstran, ter glikoziliran BSA ni uspela. Iz tega sklepamo na pomanjkanje vezavne 
aktivnosti ConA. S podrobnejšo analizo le tega ugotovimo, da do tranzicij med različnimi 
oblikami ConA ob spreminjanju pH pufra ne pride, ter da se uporabljani ConA neodvisno 
od pH okolja, nahaja v monomerni obliki, ki je biološko neaktivna. Odsotnost tetramerne 
oblike ConA pri nevtralnih pH ni v skladu z znanstveno literaturo, ter kaže na najverjetnejšo 
pomanjkljivost v reagentu ConA. 
  
Dejstvo, da nismo uspeli izvesti vezave mAb na naš reagent ConA v raztopini pomeni, da 
tudi vezava taistega ConA na trden nosilec ne bi bila smiselna. Delovne hipoteze, ki trdi, da 
ConA pri imobilizaciji na trden nosilec ne izgubi svoje biološke aktivnosti zatorej ne 
moremo potrditi ali ovreči. 
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6 POVZETEK 
 
V magistrskem delu smo preučevali vezavo monoklonskih protiteles z lektinom v raztopini. 
Določili smo optimalne pogoje, za uspešen potek vezave. In sicer smo preučevali 
spreminjanje strukturne konformacije mAb, ob spreminjanju parametrov kot so pH pufra, 
temperatura inkubiranja, ter dolžina časa inkubacije. Na ta način smo poskusili zagotoviti, 
da se mAb nahajajo v razviti konformaciji, imajo dobro izpostavljene glikozidne ostanke, 
ter so le ti dostopni za vezavo z lektinom konkanavalinom A (ConA). Po uspešni izvedbi 
vezave med mAb in ConA v raztopini je bil naš namen vezati ConA na trden nosilec, ter ga 
uporabiti za ločevanje mAb z specifičnimi glikozilacijskimi vzorci, iz mešanice različnih 
izooblik mAb. Predvidevali smo, da se mAb ob inkubaciji pri povišani temperaturi razvijejo 
in, da pri visokih pH vrednostih tvorijo agregate. Pričakovali smo tudi, da je tetramerna 
oblika ConA sposobna vezave z segrevanimi mAb in, da ConA ob imobilizaciji na trden 
nosilec ne izgubi svoje biološke aktivnosti. 
 
Neidentificirana mAb, uporabljena v analizah te naloge, so bila pridobljena iz podjetja Lek 
d.d. Po trditvah proizvajalca na Fc delu vsebujejo manozne, ter galaktozne ostanke, na katere 
se ConA specifično veže. Vzorce s končno koncentracijo mAb, 2 mg/mL smo odvisno od 
potreb analiz nato prenesli v vodno kopel. Po inkubaciji smo vzorcem mAb, z namenom 
ugotavljanja razvitja strukturne konformacije le teh, izmerili fluorescenco, ali pa smo jih 
analizirali z izključitveno kromatografijo (SEC). Tako smo zaznali morebiten nastanek 
agregatov, razpad, ter tvorbo vezave z ConA. Končna koncentracija vzorcev ConA je bila 2 
mg/mL. 
 
Razvijanje mAb smo spremljali z merjenjem intrinzične fluorescence triptofana. Na podlagi 
sprememb le te, smo določili talilno temperturo (Tm), ter denaturacijski čas (tm), kjer mAb 
preide iz nerazvite v razvito obliko. Meritve smo izvedli pri valovni dolžini 280 nm, 
intenziteto emisije pa posneli pri 350 in 330 nm. Od izmerjenih intenzitet fluorescenc 
vzorcev smo odšteli ozadje. 
 
Pred nanosom na SEC kolono, smo vzorcem z UV-Vis spektrofotometru izmerili optično 
gostoto pri 600 nm. V kolikor je vzorec vseboval netopne agregate smo ga filtrirali skozi 0,2 
μm oziroma 0,45 μm filter. 
 
Kromatografska separacija je potekala na kolonah TOSOH TSKgel. Na kolone smo injicirali 
100 μL raztopine vzorca. Pretok  mobilne  faze  je  bil pri koloni TSKgel G3000SWxl 1 
mL/min, pri TSKgel G3000SW pa 0,5, ter 0,7 mL/min. Odziv na UV detektorju smo merili 
pri valovni dolžini 280 nm. Mobilne faze so bile identične pufrom v vzorcih. In sicer smo 
uporabili acetatni, fosfatni, ter Tris-HCl pufer različnih pH.  
 
Z metodo fluorescenčne spektroskopije smo določili, da talilna temperatura (Tm) 
analiziranega mAb znaša 61 °C, denaturacijski čas (tm) pa približno 60 minut. Pri alkalnih 
pH nad 8 začnejo mAb agregirati. Z upoštevanjem rezultatov fluorescenčne spektroskopije 
smo v nadaljnjih analizah poskusili zagotoviti, da so glikozidni ostanki na mAb dostopni 
ConA. 
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Podrobneje smo nastanek agregatov, ter povezavo med mAb in ConA analizirali z 
izključitveno kromatografijo. Izkazalo se je, da pri segrevanju mAb pri visokih pH do 
agregacije pride, vendarle je količina nastalih agregatov relativno majhna, ter najverjetneje 
ne vpliva na učinkovitost vezave z ConA.  
 
Nasprotno od naših pričakovanj, ter tudi v nasprotju z znanstveno literaturo, povezave med 
mAb in ConA v našem primeru, nismo uspeli ustvariti pri nobenem od preizkušenih pH.  
 
Z namenom popolne izpostavitve glikozidnih ostankov, smo vzorcem mAb dodali DTT. Na 
ta način smo protitelesa poskusili razcepiti na lahki in težki verigi. Do redukcije disulfidnih 
vezi, ter posledično razcepitve verig kljub temu najverjetneje ni prišlo. 
 
Podrobneje smo preučili vpliv, ki ga ima na mAb  dodatek različnih koncentracij DTT, ter 
tudi vpliv, ki ga ima spreminjanje dolžine časa segrevanja mAb ob dodatku 2 mg/mL DTT. 
Iz preučitve kromatogramov obeh analiz smo sklepali, da gre lahko za posledico istega 
učinka DTT na mAb. Učinek lahko ojačamo bodisi z povečanjem koncentracije DTT v 
vzorcu mAb ali pa z podaljševanjem časa gretja vzorca. Sklepali smo tudi, da bi vzrok tvorbe 
agregatov, izgube nativne oblike, ter odsotnosti razcepitve mAb na verigi, lahko ležal v 
oksidativnem učinku DTT na mAb, ter da bi le ta učinek lahko sprožila povišana temperatura 
pri inkubaciji mAb. Poleg tega smo opazili, da je signal za DTTox ob prisotnosti ConA pri 
vsakem od testiranih vzorcev občutno višji kot pa pri vzorcih brez dodanega ConA. 
Opažanje smo pripisali kovinsko katalizirani oksidaciji tiolnih reducentov. In sicer smo 
sklepali, da reakcijo katalizira mangan, ki je kot kofaktor dodan liofiliziranemu prahu ConA. 
Nazadnje smo analizirali  tudi reagent DTT sam, ter pokazali, da se ta verjetno že v osnovi 
nahaja v oksidiranem stanju, ter je naposled neprimeren za uporabo v izvedenih analizah. 
 
Ker vezava mAb na ConA ni uspela, smo le tega poskušali vezati na dekstran, ter glikoziliran 
BSA. Te molekule že intrinzično vsebujejo dostopne glikozidne ostanke, s katerimi je ConA 
teoretično sposoben tvoriti povezavo. Tudi v teh primerih vezava proteinov ni uspela. S 
podrobnejšo analizo reagenta ConA smo ugotovili, da do tranzicij med različnimi oblikami 
ConA, ki jih navaja literatura, ob spreminjanju pH pufra ne pride. Z izključitveno 
kromatografijo smo ugotovili, da se uporabljani ConA neodvisno od pH okolja, nahaja v 
monomerni obliki, ki je biološko neaktivna. Rezultat je najverjetneje posledica neustreznega 
reagenta ConA, zatorej vezava le tega na trden nosilec ni bila smiselna.  
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